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1 Zusammenfassung  Glukokortikoide werden bei einer drohenden Frühgeburt zwischen der 22. und der 34. Schwangerschaftswoche zur Beschleunigung der Lungenreifung beim Fetus ein-gesetzt. Damit soll das Auftreten eines Atemnotsyndroms verhindert werden, was mit einer erhöhten Morbidität und Mortalität des geborenen Kindes assoziiert ist. Diese Therapie erhalten ca. 3-6% aller Schwangeren. In mehreren vorangegangen klinischen Untersuchungen am Menschen sowie in tier-experimentellen Studien wurden bereits sowohl akute Effekte als auch Langzeiteffek-te einer pränatalen Glukokortikoidtherapie auf das Verhalten sowie das Auftreten neuropsychiatrischer Erkrankungen, insbesondere von Depression, beschrieben. Depressive Störungen werden vorrangig durch eine Störung des serotonergen Sys-tems vermittelt und sind unter anderem auch durch eine Hyperaktivierung der Hypo-thalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse (HHN-Achse) bedingt. Die Programmie-rung der HHN-Achse ist bereits gut erforscht. Die Aktivität der HHN-Achse wird prä-natal durch epigenetische Mechanismen programmiert. So führen pränatale Glukokortikoide zu einer Desensibilisierung der Glukokortikoidrezeptoren und der negativen Rückkopplung und damit zu einer verstärkten Kortisolausschüttung. Da-raus resultiert eine erhöhte Stressempfindlichkeit im späteren Leben. Eine erhöhte Stressempfindlichkeit ist zu Depressionen assoziiert. Im Gegensatz zur Entwicklung der HHN-Achse sind mögliche Änderungen der Entwicklung des serotonergen Sys-tems durch pränatale Glukokortikoide nur unzureichend untersucht. Unsere Hypothese war, dass eine pränatale Betamethasontherapie die Entwicklung des serotonergen Systems stört. Hierbei lag der Fokus auf den 5HT5A- und 5HT7-Rezeptoren aufgrund ihrer Funktion bei dem Auftreten von Depressionen und damit verbundenen Schlafstörungen. Um den globalen Effekt einer Beeinflussung der Ent-wicklung des serotonergen Systems auf die Hirnentwicklung darzustellen, wurde das neuronale Netzwerk im frontalen Cortex mit untersucht. Hierzu wurde Synaptophysin untersucht, welches in ca. 95% der neokortikalen Synapsen enthalten und transmitterunabhängig ist und somit ein Marker für die für die Synaptogenese dar-stellt. Damit ist Synaptophysin verantwortlich für die Ausbildung des neuronalen Net-zes. 
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Zur Untersuchung wurde das Schaf als Tiermodell angewendet, welches sich schon in vorangegangen Untersuchungen als gutes Tiermodell etablierte, da die Gehirn-entwicklung weitestgehend der des Menschen ähnelt und somit besser auf den Men-schen übertragen werden kann, als Untersuchungen bei Ratten, die postnatale Hirn-entwickler sind. Es wurde Betamethason in der klinisch zur Lungenreifung verwendeten Dosis 2x110µg/kg maternal i.m., entspricht damit 2x8mg Betamethason für eine 70kg schwere Schwangere, im Abstand von 24 Stunden zum Zeitpunkt 0,70 der Trächtig-keitsdauer (106./107. Trächtigkeitstag, 150 Trächtigkeitstage) des Schafes verab-reicht und die Gehirne zum Zeitpunkt 0,73 der Trächtigkeitsdauer (112. Trächtigkeits-tag) entwickelt. Mithilfe der Immunhistochemie stellten wir die Immunreaktivität von den 5HT5A- und 5HT7-Rezeptoren im frontalen Cortex, Nucleus suprachiasmaticus, Locus coeruleus, Nucleus paraventricularis und in den Nuclei pontis dar und unter-suchten mögliche Effekte einer pränatalen Glukokortikoidbehandlung. Synaptophysin untersuchten wir im frontalen Cortex.  Betamethason führte zu einer signifikanten Verminderung der Synaptophysin-Immunreaktivität im frontalen Cortex (Lamina II/III und Lamina V/VI). Weiter ließ sich eine signifikante Reduktion der 5HT7-Rezeptor-Immunreaktivität im Nucleus suprachiasmaticus und Locus coeruleus, aber nicht im Cortex und den anderen Hirn-strukturen nachweisen. Betamethasoneffekte auf die 5HT5A-Rezeptor-Immunreaktivität ließen sich nicht beobachten. Betamethason nimmt damit Einfluss auf die Hirnentwicklung in Bezug auf die Ent-wicklung des neuronalen Netzwerkes im untersuchten frontalen Cortex und des serotonergen Systems, insbesondere der 5HT7-Rezeptoren im Nucleus suprachiasmaticus und Locus coeruleus. Möglich ist, dass sich die genannten Hirn-strukturen in einer vulnerablen Phase der Entwicklung befinden und somit pränatal verabreichte Glukokortikoide zu Veränderungen in der Rezeptordichte führen kön-nen. Inwieweit die beobachten Effekte reversibel sind, lässt sich anhand dieser Arbeit nicht sagen, da nur die akuten Effekte untersucht wurden.  Daher ist es notwendig, dass der Einsatz von pränatalen Glukokortikoiden aufgrund deren vielfältiger Nebenwirkungen in der Klinik sorgfältig abgewogen werden sollte. 
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2 Einleitung  2.1 Synthetische Glukokortikoide im klinischen Alltag Weltweit werden jährlich ca. 15 Millionen Kinder zu früh geboren (WHO 2004, Howson et al. 2013). Die Rate der Frühgeburten ist weiter steigend: Während es 2009 ca. 9,6% Frühgeburten weltweit gab, stieg die Rate im Jahr 2010 auf 11,1% an. In Deutschland lag die Frühgeburtenrate 2011 bei 9,0% (AQUA 2010), damit nimmt Deutschland unter den europäischen Ländern einen der vorderen Plätze im Frühge-burtenregister ein (European Perinatal Health Report 2008). Insbesondere stieg die Anzahl der extremen Frühgeburten (kleiner 28. SSW) um 65% in Deutschland an (European Perinatal Health Report 2008, Schleußner 2013). Nach den aktuellen An-gaben des European Perinatal Health Report von 2010 liegt Deutschland mit 1,3% der Geburten kleiner der 32. SSW an zweiter Stelle der europäischen Länder. Etwa 0,6% aller Kinder in Deutschland werden mit einem Gestationsalter unter der 28. SSW geboren (AQUA-Institut 2014). Die Frühgeburt, definiert als eine Geburt vor der vollendeten 37. Schwangerschafts-woche (Steer 2005), ist mit einer erhöhten Mortalität und Morbidität in der Gesamt-population assoziiert (Haram 2003, Roberts 2007, Howson 2013).  Im Jahr 2010 wurden ca. 77% der perinatalen Mortalität auf die Frühgeburtlichkeit (vor allem unterhalb der 28.SSW) zurückgeführt (AQUA 2010, Schleußner 2013). Bei den Frühgeborenen liegt ein erhöhtes Risiko (ca. 60%) vor, an einem akuten Atem-notsyndrom (Respiratory Distress Syndrom, RDS) aufgrund der Unreife der Lunge zu erkranken, was eine Hauptursache für die Mortalität der frühgeborenen Babys ist (Robertson et al. 1992). Weiterhin wurde beobachtet, dass 20% der Frühgeborenen, welche mit einem Geburtsgewicht weniger als 1500g zur Welt kommen, intraventrikuläre Blutungen aufweisen und ein erhöhtes Risiko (ca. 28%) für die Ent-stehung einer nekrotisierenden Enterokolitis haben (Ballabh 2009). Eine Frühgeburt kann des Weiteren mit einer beeinträchtigten motorischen und kognitiven Entwick-lung im Kindesalter korrelieren (European Perinatal Health Report 2008).  Zur Verhinderung der Frühgeburtlichkeit sowie zur Induktion der fetalen Lungenrei-fung, um das Risiko eines Atemnotsyndroms zu reduzieren und damit die Überle-benswahrscheinlichkeit des Fetus zu erhöhen, werden Betamethason und Dexamethason genutzt. Die Therapie mit synthetischen Glukokortikoiden zur fetalen Lungenreifung wurde zunächst experimentell beim Schaf gefunden und bald darauf 
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auf den Menschen übertragen (Liggins 1969, Liggins und Howie 1972), wobei sich die am Tiermodell gezeigten positiven Effekte bestätigten.  Bekannt ist, dass es durch die maternale intramuskuläre Injektion der plazentagängi-gen Glukokortikoide zu einer Stimulation der strukturellen Lungenreifung durch die Steroidwirkungen an den Epithelzellen sowie an den mesenchymalen Fibroblasten der Atemwege kommt. Weiterhin bewirken die Glukokortikoide eine Förderung der intraalveolären Surfactantsynthese mit daraus resultierender zunehmender Surfactantsekretion (Ballard 1995, Bolt et al. 2001). Bei Untersuchungen am Schaf wurden durch die Glukokortikoidbehandlung vergrößerte Alveolen mit einem Verlust von interstitiellem Lungengewebe (Willet et al. 1999) sowie eine deutliche Volumen-zunahme der Lunge beschrieben (Jobe et al. 1993). Durch die Glukokortikoide kommt es möglicherweise zu einer Hemmung der Proliferation zugunsten der Diffe-renzierung des Gewebes (Wyrwoll und Holms 2012), hier insbesondere des Lungen-gewebes (Jobe 2001, Grier und Halliday 2004). Durch diesen Mechanismus kommen die Kinder mit einem geringeren Geburtsgewicht sowie einer kleineren Körpergröße zur Welt, weitere Ausführungen dazu siehe Kapitel 2.2. Neben dem Effekt der gewünschten fetalen Lungenreifung konnten unter der präna-talen Glukokortikoidgabe in verschiedenen Studien eine beachtliche Reduktion der neonatalen Mortalität (um 31%), des Auftretens intraventrikulärer Hirnblutungen und deren mögliche Folgen wie eine Ventrikulomalazie oder periventrikuläre Leukomalazie sowie die Reduktion einer nekrotisierenden Enterokolitis dokumentiert werden (Crowley 1990 und 1995, Leviton et al. 1993, NIH 1995, Canteroi et al. 2001, Roberts und Dalziel 2006, Brownfoot et al. 2008), so dass sich diese Methode weiter etabliert hat. Im klinischen Alltag werden die synthetischen Glukokortikoide Betamethason und Dexamethason zur Lungenreifung und Verzögerung der Geburt (Welberg 2001) zwi-schen der 24. und 34. Schwangerschaftswoche verabreicht (NIH 2000, Mahony et al. 2010). Nach den Richtlinien des National Institute of Health (NIH) sowie der Deut-schen Gesellschaft für Gynäkologie und Geburtshilfe (DGGG) wird dabei eine Dosie-rung von zweimal 12mg Betamethason innerhalb von 24 Stunden als i.m. Injektion oder eine viermalige i.m. Injektion von 6mg Dexamethason alle 12 Stunden empfoh-len (National Institute of Health 1995). Bei einer weiterhin bestehenden drohenden Frühgeburt kann ein zweiter Kurs ein bis zwei Wochen später verabreicht werden (Quinlivan 1998, Caughey und Parer 2002, RCOG 2010). In Anbetracht der zuneh-
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mend besser bekannten unerwünschten Effekte der pränatalen Glukokortikoide auf den Fetus und insbesondere die Nebenwirkungen einer wiederholten Gabe der Glukokortikoide (siehe Kap. 2.2) wird in Abwägung von Risiko und Nutzen heute nur ein einziger Behandlungszyklus mit Glukokortikoiden empfohlen (NIH 2000, AWMF 2010). Circa 3-6% aller Schwangeren erhalten eine pränatale Glukokortikoidtherapie (Walfish et al 2001, Mahony 2010).  Im Folgenden wird genauer auf die Nebenwirkungen der pränatalen Glukokortikoidtherapie auf die fetale Entwicklung und Hirnreifung eingegangen.   2.2 Pränatale Glukokortikoide und ihre Nebenwirkungen 2.2.1Einfluss auf die fetale Entwicklung In den letzten Jahren wurden vielfältige Nebenwirkungen der pränatalen Glukokortikoidtherapie deutlich. Nach einer einmaligen pränatalen Glukokortikoidbehandlung wurde eine Wachstumsretardierung in Bezug auf die Kör-pergröße und das Gehirngewicht beim Menschen beobachtet (French et al 1999, Bloom et al. 2001, Murphy et al. 2001). Dadurch wurde vermutet, dass es einen Zu-sammenhang zwischen dem reduzierten Gehirngewicht und Schwierigkeiten beim Lernen, Kognition und Konzentration im Schulalter gibt (Stathis et al. 1999). Im Er-wachsenenalter fiel in retrospektiven Untersuchungen bei psychologischen Tests im Zusammenhang mit einem reduzierten Geburtsgewicht und verringerten Kopfumfang eine Anfälligkeit gegenüber Stress auf (Nilsson et al. 2001). Auch beim nichtmensch-lichen Primaten (Reinisch et al. 1979, Uno et al. 1994) sowie beim Schaf (Jobe et al. 1998, Huang et al. 1999, Aghajafari et al. 2002, Moss et al. 2005, Gatford et al. 2008) und der Ratte (Bakker et al 1995, Burlet et al. 2005, Hauser et al. 2006) konnten nach einer pränatalen Glukokortikoidbehandlung eine reduzierte Körpergröße und ein vermindertes Gehirngewicht beobachtet werden. Am Schafmodell zeigte sich ei-ne bis zum 3. Lebensjahr persistierende Verminderung des Gehirngewichts (Moss et al. 2005). Die pränatalen Glukokortikoide wirken dabei als Reifungsstimulus. Die rei-fen Zellen können sich nicht mehr so gut teilen, so dass es zu einem verminderten Wachstum kommt (Wyrwoll und Holms 2012). Eine mehrmalige pränatale Glukokortikoidbehandlung beim trächtigen Rhesusaffen und Schaf zeigte bei den Nachkommen ein reduziertes Geburtsgewicht mit vermin-derten Gehirn-, Pankreas- und Nebennierengewicht (Johnson et al. 1981, Newnham 
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et al. 1999, Sloboda et al. 2000). Weiterhin wurden ein vermindertes Geburtsgewicht (Ikegami 1997) und eine Verminderung des Kopfumfanges beim Menschen beobach-tet (French et al 1999). In Verbindung mit dem reduzierten Geburtsgewicht konnten in Untersuchungen an Ratten und am Menschen auch pathophysiologische Manifes-tierungen im Sinne einer arteriellen Hypertonie, Insulinresistenz und Hyperglykämie im Erwachsenenalter nachgewiesen werden (Tono et al. 1988, Barker 1993, Levitt 1996, Lindsay 1996, Lithell et al. 1996, Phillips et al. 1998, Danziel et al. 2000). Glei-che Ergebnisse wurden im Schafmodell nach einer kontinuierlichen fetalen Kortisolinfusion über 48 Stunden nachgewiesen (Dodic und Wintour 1994). Im Gegensatz zu den genannten Beobachtungen gab es andererseits klinische Stu-dien am Menschen, in denen keine Auswirkungen einer wiederholten pränatalen Glukokortikoidgabe auf neurologische Veränderungen oder Körpergröße bei Neuge-borenen (Thorp et al. 2001 und 2002) und bei Kindern im 2. Lebensjahr auftraten (Crowther et al. 2007, Peltoniemi et al. 2009). Parallel dazu wurde nach einer lang-anhaltenden pränatalen Dexamethasonbehandlung in reduzierter Dosis ab dem 1. Trimester bei einem erhöhten Risiko einer kongenitalen Nebennierenhyperplasie (CAH) ein normales Geburtsgewicht beschrieben (Forst et al. 1993, Mercado et al.1995).  Eine pränatale Glukokortikoidtherapie hat auch funktionelle Effekte. So ließen sich bei menschlichen Feten eine Abnahme der Körperbewegungen, der Atemfrequenz und der Herzfrequenzvariabilität nachweisen (Mulder et al. 1994, Senat et al. 1998). Im Folgenden soll weiter auf die Effekte von pränatalen Glukokortikoiden auf die Hirnreifung eingegangen werden.   2.2.2 Einfluss auf die strukturelle Reifung im fetalen Gehirn In vielen tierexperimentellen Untersuchungen konnten unter hohen Glukokortikoidgaben oder unter mehrfacher pränataler Glukokortikoidbehandlung Veränderungen des fetalen Gehirns beschrieben werden. So wurden im fetalen Ge-hirn am Schaf eine verzögerte Myelinisierung durch verminderte Immunreaktivität von Basischem Myelinprotein und eine reduzierte Anzahl der Oligodendrozyten nach maternaler und fetaler Betamethasongabe nach dem klinischen Protokoll beschrie-ben (Antonow-Schlorke et al. 2009). Zusätzlich ergab sich nach einer wiederholten pränatalen Glukokortikoidbehandlung ein erhöhtes Risiko einer verzögerten 
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Myelinisierung des Sehnervens (Dunlop 1997) und des Corpus callosum (Huang et al. 2001) am Schaffeten, was auch beim Menschen nachgewiesen werden konnte (Weinstock 1997, 2001). Trotz des reifungsstimulierenden Effekts der Glukokortikoide (Wyrwoll und Holms 2012) konnte bei tierexperimentellen Studien an Schaffeten nach einer mehrmaligen pränatalen Gabe von Glukokortikoiden eine mögliche gestörte Hirnreifung z. B. in Bezug auf die Myelinisierung des Gehirns beo-bachtet werden (Howard 1975, Huang et.al 2001). Immunhistochemische Untersuchungen an fetalen Affen- und Schafsgehirnen konn-ten nach einer fetalen kontinuierlichen Betamethasoninfusion eine Abnahme der Ex-pression von Mikrotubulus-assoziierten Proteinen nachweisen, welche in die zerebra-le Morphogenese involviert und für die spätere Aufrechterhaltung der neuronalen Morphologie elementar sind (Antonow-Schlorke et al. 2001, Schwab et al. 2001, Antonow-Schlorke et al. 2003). Die Abnahme dieser zytoskeletalen Proteine stellt dabei einen Hinweis auf eine frühe intrazelluläre, strukturelle Störung dar (Bywood und Johnson 2000). Weitere experimentelle Untersuchungen am fetalen Paviangehirn ergaben nach mehrmaliger pränataler Glukokortikoidbehandlung eine verzögerte Myelinisierung mit Nachweis einer verminderten Immunreaktivität von Ba-sischem Myelinprotein sowie einer Volumenreduktion der grauen Substanz (Shiedls et al. 2012). Auch am heranreifenden Gehirn der Ratte wurden eine verzögerte Myelinisierung sowie eine verminderte Reifung der Gliazellen beschrieben (Howard 1975). Am fetalen Rhesusaffen- sowie an adulten Rattengehirnen konnten eine ver-minderte Neuronenzahl, eine Degeneration der Dendriten des Hippocampus sowie ein reduziertes Hippocampusvolumen unter wiederholter Dexamethasongabe beo-bachtet werden (Uno et al. 1990 und 1994, Sapolsky et al. 1990).  Weiterhin ließen sich Veränderungen im Bereich des neuronalen Netzwerkes im Sin-ne von Veränderungen der Synaptogenese nachweisen. Als Marker wurde häufig Synaptophysin verwendet. Synaptophysin ist ein Glykoprotein, welches sich in den präsynaptischen Vesikeln aller Wirbeltiere befindet (Wiedenmann 1985, Rehm 1986) und in ca. 95% der neokortikalen Synapsen enthalten ist (Rehm et al 1986). Die Synaptophysin-Immunreaktivität stellt die Anhäufung von synaptischen Vesikeln dar, die als granuläres Muster in den Regionen der synaptischen Endigungen lichtmikro-skopisch erscheinen (Wiedenmann 1985, Leclerc 1989) und gilt somit als Maß für die Dichte synaptischer Endigungen (Masliah et al. 1990, Sarnat et al.1999). Deshalb ist Synaptophysin ein Marker für die Synaptogenese und verantwortlich für die Ausbil-
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dung des neuronalen Netzes (Knaus et al. 1986, Ovtscharoff et al. 1993, Masliah et al. 1994). Synaptophysin kann bereits in der 20. Gestationswoche mit Beginn der Synaptogenese nachgewiesen werden (Grunnet 1995). In vorigen tierexperimentel-len Untersuchungen konnte nach einer kontinuierlichen fetalen Betamethasoninfusion über 48 Stunden eine signifikante Reduktion der Synaptophysin-Immunreaktivität im frontalen Cortex, Putamen und Hippocampus nachgewiesen werden (Antonow-Schlorke et al. 2001 am Schaf zum Zeitpunkt 0,87 der Trächtigkeitsdauer, Colberg et al. 2004 am Schaf zum Zeitpunkt 0,75 der Träch-tigkeitsdauer). In der vorliegenden Arbeit sollte die maternale intramuskuläre pränata-le Betamethason-applikation in einer Dosierung von 110µl/kg, entspricht der klini-schen Dosis von 2x8mg bei einer 70kg schweren Schwangeren, zweimal im Abstand von 24 Stunden zum Zeitpunkt 0,70 der Trächtigkeitsdauer (106. und 107. Trächtig-keitstag bei einer Gesamtdauer von 150 Trächtigkeitstagen) im Vergleich zu der feta-len Applikation untersucht werden. Die maternale Applikation in der vorliegenden Ar-beit ist dabei näher an der Klinik. Die beschriebenen strukturellen Änderungen sind möglicherweise mit funktionellen Störungen assoziiert, insbesondere die strukturellen hippocampalen Veränderungen könnten mit späteren Gedächtnis- und Verhaltensänderungen in Zusammenhang gebracht werden (Bremner et al. 1995, Sheline et al. 1996). Neben den strukturellen Veränderungen konnten auch funktionelle Veränderungen nach einer pränatalen Glukokortikoidtherapie beschrieben werden, auf welche im Folgenden eingegangen wird.   2.2.3 Einfluss auf die funktionelle Reifung im fetalen Gehirn Ein wesentlicher Marker für die funktionelle Hirnentwicklung ist die Entwicklung der Schlafstadien, weil hier die Reifung vieler Hirnstrukturen (u.a. Cortex, Thalamus, Hypothalamus, Pons, Hirnstamm) und Transmittersysteme (aminerg und cholinerg) involviert sind (McCormick und Bal 1997). Der NREM-Schlaf unterliegt der aminergen thalamischen und der mesenzephalo-retikulären Steuerung (McCormick und Bal 1997). Die Erzeugung und Aufrechterhaltung des REM-Schlafs hingegen wird durch cholinerge Neurone in der medullären Formatio reticularis und dem dorsalen pontinen Tegmentum generiert und durch pontine Hirnstrukturen vermittelt (McCor-mick und Bal 1997). Weiterhin sind hierbei aufsteigende cholinerge Bahnen zum 
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thalamokortikalen System essentiell (Francesconi et al. 1988, McCormick et al. 1988, Pace-Schotte 2002). Die Generierung der Schlafstadienwechsel erfolgt im Hirn-stamm (McCormick und Bal 1997). Die Schlafstadienlänge wird dabei durch einen ultradianen Oszillator in der mesopontinen Verzweigung reguliert. Die Kontrolle der Schlafstadienlänge erfolgt über zirkadiane Oszillatoren im Nucleus suprachiasmaticus (Pace-Schott und Hobson 2002), welcher wiederum Informatio-nen direkt oder über den dorsomedialen hypothalamischen Kern zum ventrolateralen präoptischen hypothalamischen Kern und weiter in die aminergen Hirnstammkerne (Locus coeruleus, Nuclei raphe) sendet (Sun et al. 2000, Chou et al. 2002). Der NREM- und REM-Schlaf werden somit in Abhängigkeit der aktiven Neurone im ventrolateralen präptischen Kern gesteuert (Lu et al. 2000).  Akute Effekte einer pränatalen Glukokortikoidtherapie zeigten am fetalen Schaf Hin-weise auf Veränderungen der elektrokortikalen Hirnfunktion mit Abnahme der Kom-plexität der registrierten kortikalen ECoG-Aktivität innerhalb der ersten 24 Stunden nach der Betamethasontherapie (Schwab et al. 2001a) sowie eine Verzögerung der akustisch evozierten Potentiale beim menschlichen Feten, was eine verzögerte korti-kale Reifung daraus schließt (Schleussner et al. 2004). Hinsichtlich der Reifung wur-de die Schlafstadienentwicklung untersucht. Am Schafmodell konnte ab dem Zeit-punkt 0,76 – 0,8 der Trächtigkeitsdauer (115. – 120. Trächtigkeitstag) eine begin-nende Schlafdifferenzierung mittels ECoG (Groh 2008) dargestellt werden. Beim Menschen zeigte sich in der 32. SSW (0,83 der Geststationsdauer) eine Schlafstadiendifferenzierung (Curzi Dascalova et al. 1993, Selton et al. 2000). Frühe-re Untersuchungen am Schaffeten mittels ECoG konnten nach pränataler Glukokortikoidbehandlung eine Förderung der Reifung des REM-Schlafes, nicht aber des NREM-Schlafes beobachten (Groh 2008). Nach Applikation von Betamethason zum Zeitpunkt 0,7 der Trächtigkeitsdauer (106. Trächtigkeitstag) konnte bereits nach 6 Tagen eine vollständige Reifung des REM-Schlaf-ECoG’s gezeigt werden. Norma-lerweise findet die REM-Schlaf-Reifung beim Schaf um den Zeitpunkt 0,86 der Träch-tigkeitsdauer (130. Trächtigkeitstag) statt (Groh 2008). Es wird somit angenommen, dass die vorzeitige Reifung des REM-Schlafes durch eine beschleunigte Reifung des cholinergen Systems, da der REM-Schlaf cholinerg vermittelt wird (McCormick und Bal 1997), durch die pränatale Glukokortikoidgabe hervorgerufen wird (Zahalka et al. 1993, Shi et al. 1998). 
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Das NREM-Schlaf-ECoG, welches ab dem Zeitpunkt 0,74 der Trächtigkeitsdauer (112. Trächtigkeitstag) beim fetalen Schaf nachzuweisen ist, zeigte sich nicht beein-flusst unter der pränatalen Betamethasonbehandlung (Groh 2008). Die Entwicklung des NREM-Schlafs ist serotonerg und adrenerg vermittelt (Pace-Schott 2002, Steriade 2005) und es ist bereits bekannt, dass das monoamine System im Vergleich zu dem cholinergen System viel eher reift (Lauder und Bloom 1974). Dies könnte der Grund für die frühere Reifung des NREM-Schlafes im Vergleich zum REM-Schlaf sein und der damit verbundenen geringeren Vulnerabilität der bereits gereiften Hirn-strukturen (Kriegebaum et al. 2010). Parallel zur vorzeitigen Reifung des REM-Schlafes unter Einfluss einer einmaligen pränatalen Glukokortikoidgabe konnte eine persistierende Schlafstadien-fragmentierung sowohl im REM- als auch im NREM-Schlaf im Schafmodell beobach-tet werden (Groh 2008). Diese beschriebenen Veränderungen stehen im engen Zu-sammenhang mit psychischen Erkrankungen wie z. B. der Depression, da die Schlafstadienfragmentierung ein wichtiges Symptom bei der menschlichen Depressi-on ist (Tsuno et al. 2005). An Ratten konnte nachgewiesen werden, dass eine Schlafstadienfragmentierung bis in das Erwachsenenalter bestehen bleiben kann (Huizink 2004). Dies ist möglicherweise eine Erklärung für das Auftreten von Depres-sionen im Erwachsenenalter sowie Verhaltensauffälligkeiten wie erhöhte Emotionali-tät, Schüchternheit und Zurückgezogenheit im Kindesalter nach pränataler Glukokortikoidgabe bzw. Stress während der Schwangerschaft (Derks et al. 1995, Trautmann et al. 1995, French et al 2004).  Untersuchungen am menschlichen Feten sowie am Schaffeten ergaben unter dem Einfluss einer pränatalen Betamethasongabe chronische Veränderungen der funktio-nellen Hirnreifung im Sinne einer Verzögerung der Latenzzeiten der kortikalen akus-tisch und sensorisch evozierten Potenziale (Anegroaie et al. 2017, Weiß 2011). Dies beruht möglicherweise auf einer Verzögerung der Myelinisierung (Antonow-Schlorke et al. 2009), siehe Kap. 2.2.2. Neben der Reifung des Gehirns haben pränatale Glukokortikoide auch Einfluss auf die Reifung der Stress-Achse (HHN-Achse), die wesentlich die Hirnfunktion moduliert (Challis und Brooks 1989).    
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2.2.4 Einfluss auf die Reifung der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenachse Die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse (HHN-Achse) entwickelt sich sehr zeitig in der fetalen Reifung und deren Funktion reift über den gesamten Schwangerschaftsverlauf (Bolt et al. 2002), wobei die Reifung der endgültigen Koor-dination der einzelnen Komponenten im letzten Trimester stattfindet. In der 6. Schwangerschaftswoche (SSW) des Menschen (0,16 der Gestationsdauer) kann ei-ne rudimentäre Adenohypophyse und in der 7. SSW (0,18 der Gestationsdauer) die Anlage des Hypothalamus definiert werden (Brosnan 2001). Kortikotrope Hormone ließen sich mittels Immunhistochemie in der 7. SSW und eine ACTH-Sekretion in der 8. SSW (0,21 der Gestationsdauer) beim Menschen nachweisen (Baker und Jaffe 1976, Asa et al. 1986). Die ersten Kortikotropin-releasing-Hormon-Fasern wurden in der 16. SSW nachgewiesen (Bresson et al. 1985). Die menschliche Hypophyse ist ab der 10. SSW (0,26 der Gestationsdauer) bereits in der Lage, auf eine externe CRH-Stimulation unter in vitro-Bedingungen mit einer zunächst geringen ACTH-Ausschüttung zu reagieren (Gyevai 1980). Ab der 16. SSW (0,42 der Gestationsdauer) war das Ausmaß der ACTH-Ausschüttung nach einer externen CRH-Stimulation mit der Ausschüttung einer adulten Hypophyse vergleichbar (Gyevai 1980). Im Tiermodell anhand von Schaffeten ließ sich das Vorhandensein von bioaktiven CRH und AVP im Hypothalamus ab dem Zeitpunkt 0,42 der Trächtig-keitsdauer (63. Trächtigkeitstag) nachweisen (Currie und Brooks 1992). Ab dem Zeitpunkt 0,63 der Trächtigkeitsdauer (95. Trächtigkeitstag) des fetalen Schafs ließ sich nach CRH-Gabe eine ACTH-Ausschüttung aus der Hypophyse belegen (Brooks et al. 1987). Die menschliche Nebenniere ist ab der 10. SSW (0,26 der Gestationsdauer) in der Lage, Kortisol und dessen Vorstufen zu produzieren und zu sezernieren (Macnaughton et al. 1977). Beim fetalen Schaf dagegen beginnt die Kortisolproduktion in den Nebennierenzellen nach ACTH-Stimulation ab dem Zeit-punkt 0,33 der Trächtigkeitsdauer (50. Trächtigkeitstag) (Wintour et al. 1975). Die Kortisolproduktion wird aber während der Entwicklung noch einmal gestoppt, so dass der Fetus im Wesentlichen vom mütterlichen Kortisol abhängig ist, was zum Zeit-punkt 0,6 bis 0,86 der Trächtigkeitsdauer (90. - 130. Trächtigkeitstag) beim fetalen Schaf vorliegt (Hennessy et al. 1982). Durch die Ruhephase der Nebennierenaktivität ist die Kortisolproduktion vermindert (Wintour 1975, Keller-Wood et al. 2006). Korre-lierend zu der reduzierten Kortisolproduktion ließ sich eine verminderte Expression von Kortisol-mRNA im Feten nachweisen (Keller-Wood et al. 2006). Beim Menschen 
                                                                                                                Einleitung 
12  
ist eine Ruhephase der Nebennierenaktivität nicht beschrieben, jedoch sehr wahr-scheinlich, da sich die Entwicklung dieser beiden Spezies sehr ähnelt (Ruckebusch 1972, Clewlow et al. 1983). Im letzten Trimester sowohl beim Menschen (28. SSW, 074 der Gestationsdauer) als auch beim Schaf (0,81 bis 0,9 der Trächtigkeitsdauer. 122. bis 135. Trächtigkeitstag) kommt es zu einer vermehrten Ausschüttung von CRH (Brooks und Charllis 1988) sowie zur Reifung der CRH-Rezeptoren im Gehirn, wodurch es zu einer erhöhten Sensitivität der Hypophyse gegenüber CRH kommt (Challis und Brooks 1989). Wenige Tage vor der Geburt beim Menschen (0,86 der Gestationsdauer) und beim Schaf (0,81 bis 0,9 der Trächtigkeitsdauer) wird eine er-höhte ACTH-Ausschüttung beobachtet (Challis et al. 2000, Wood et al. 2005). Gleichzeitig zeigt sich eine erhöhte Sensitivität der Nebennnieren gegenüber ACTH, so das eine gesteigerte Kortisolausschüttung stattfindet (Challis et al. 2000). Im Schafmodell konnten bereits im letzten Trimester hohe Glukokortikoidrezeptor-mRNA-Spiegel im Cortex, Hippocampus und in den Nuclei paraventricularis nachge-wiesen werden (Andrews und Matthews 2000). Pränatal verabreichte synthetisierte Glukokortikoide können somit mit einer hohen Affinität an die Glukokortikoidrezeptoren binden (Bamberger et al. 1996, Grossmann et al. 2004) und damit eine Veränderung in der Funktionalität der HHN-Achse hervorrufen.    Die Aufgabe der HHN-Achse besteht in der Regulation und Aktivierung von Stressre-aktionen mithilfe der Freisetzung von Kortisol aus der Nebenniere. Weitere Funktio-nen werden der HHN-Achse beim Wachstum und Entwicklung des Fetus sowie bei der Geburtseinleitung zugeschrieben (Liggins 1994). Der Nucleus paraventricularis im Hypothalamus wirkt stimulierend oder hemmend auf die Sekretion des Kortikotropin-releasing-Hormons (CRH) und Vasopressin (AVP), welche wiederum stimulierend auf den Hypophysenvorderlappen einwirken. Es erfolgt daraufhin die Sekretion des ACTH (adrenocorticotropes Hormon), welches die Freisetzung von Kortisol aus der Zona fasciculata der Nebenniererinde bewirkt (Dallman et al. 1987, Matthews und Challis 1996). Kortisol hemmt seine eigene Aktivität über einen negati-ven Feedbackmechanismus über Glukokortikoidrezeptoren vor allem im Hippocampus, welcher als Regulator der HHN-Achse fungiert, sowie über den Hypo-thalamus und die Hypophyse, welche ebenfalls über Glukokortikoidrezeptoren verfü-gen (Keller-Wood und Dallman 1984, Jacobsen und Sapolsky 1991, Andrews und Matthews 2000, Ulupinar 2009).  
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Es wird angenommen, dass durch die pränatale Glukokortikoidbehandlung strukturel-le neuronale Veränderungen am Gehirn stattfinden können (siehe Kap. 2.2.2), wel-che möglicherweise die HHN-Achse beeinflussen (Matthews 2002). Veränderungen an der HHN-Achse, im Sinne einer dauerhaften Überaktivität dieser, können für spä-tere Verhaltensänderungen verantwortlich sein (Wyrwoll und Holms 2012). Durch die Behandlung mit pränatalen synthetisierten Glukokortikoiden beim Menschen im letz-ten Trimester (Challis et al. 2001) werden die Glukokortikoidrezeptoren im Hippocampus und Hypothalamus hohen Kortisolspiegeln ausgesetzt. Dadurch kann es zu einer Sollwertverstellung bzw. Desensibilisierung der Glukokortikoidrezeptoren kommen (Holsboer 2000, Welberg und Seckl 2001). Korrelierend damit wurde nach einer pränatalen Glukokortikoidapplikation eine verminderte Dichte an Glukokortikoid- und Mineralkortikoidrezeptoren im Hippocampus beschrieben (Levitt et al. 1996, Meaney et al. 2000, Welberg et al. 2000, Liu et al. 2001, Matthews 2002). Die ver-minderte Sensitivität sowie eine verminderte Anzahl von Glukokortikoidrezeptoren im Hypothalamus und in der Hypophyse resultieren in einer möglichen Abschwächung des negativen Feedbackmechanismus, wodurch es zu hohen Kortisolkonzentrationen im Blut kommt (Holsboer 2000).  Während der zerebralen Reifung ist es somit möglich, dass höhere Kortisolspiegel aufgrund einer verminderten negativen Rückkopplung toleriert werden. In Stresssitu-ation können daher übersteigerte Plasma-Kortisol-Spiegel auftreten (Uno et al. 1994).  Nach einer pränatalen maternalen Betamethason- bzw. Dexamethasongabe wurde an Schaffeten und bei Nachkommen behandelter Ratten eine erhöhte Aktivität der HHN-Achse gezeigt (Uno et al. 1994, Levitt et al. 1996, Shoener et al. 2006). Die er-höhte Aktivität der HHN-Achse konnte beim Schaf noch ein Jahr später dokumentiert werden (Sloboda et al. 2002). Beim Menschen ließen sich erhöhte Plasma-Kortisolspiegel im Erwachsenenalter nachweisen (Phillips 2000), welche durch die Sollwertverstellung der HHN-Achse hervorgerufen worden sein könnten. Bei Neuge-boren sowie bei Kindern im Alter von sechs bis elf Jahren, welche einer pränatalen Glukokortikoidtherapie unterlagen, kam es zu einer erhöhten Kortisolausschüttung während einer Stressreaktion (Alexander et al. 2012, Davis et al. 2011a). Auch in Untersuchungen an nichtmenschlichen Primaten konnten nach einer pränatalen Dexamethasonbehandlung erhöhte Plasma-Kortisolspiegel bis in das Erwachsenen-alter beschrieben werden (Uno et al. 1994, de Vries et al. 2007). Chronisch erhöhte Kortisolspiegel werden mit Verhaltensstörungen wie Depression und auch mit dem 
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Auftreten von Artheriosklerose, Immunsuppression, erhöhten Cholesterinwerten so-wie mit einem erhöhten Risiko für Diabetes mellitus assoziiert (Sapolsky et al. 2000, Lupien und Lepage 2001, O’Regan et al. 2004, Woods und Weeks 2005). Durch die-se Ergebnisse stellte sich die Vermutung, dass es zu einer veränderten Programmie-rung der HHN-Achse durch die pränatalen Glukokortikoide kommt, wodurch vermehrt Kortisol sezerniert wird und daraus resultierend es zu einer verminderten Ausschüt-tung von Serotonin kommt. In verschiedenen tierexperimentellen Untersuchungen wurde eine enge Verbindung zwischen der Programmierung der HHN-Achse und dem serotonergen Transmittersystem beschrieben (Wyrwoll und Holmes 2012). Das Serotonin beeinflusst, insbesondere über den 5HT7-Rezeptor, die vermehrte Expres-sion der Glukokortikoidrezeptor-mRNA, im Besonderen der Glukokortikoidrezeptoren Typ II, im fetalen Hippocampus der Maus, der Ratte und des Meerschweinchens (Mitchell et al. 1990, Meaney et al. 2000, Erdeljan et al. 2001 und 2005, LaPlante et al. 2002, Andrews et al. 2004). Gleichzeitig besteht eine mögliche enge Verbindung zwischen den pränatal applizierten Glukokortikoiden und deren direkten Einfluss auf die serotonerge Transmission über Serotoninrezeptoren (Watanabe et al. 1993). Deshalb sollen die Effekte auf das serotonerge System im Folgenden erläutert wer-den.   2.2.5 Einfluss auf das serotonerge Transmittersystem Serotonin wirkt stimmungsaufhellend, entspannend, schlaffördernd, antidepressiv, schmerzhemmend und motivationsfördernd. Ein Mangel an Serotonin bewirkt De-pressionen, Angstzustände, Konzentrationsstörungen sowie Schlaflosigkeit (Slotkin et al. 1996). Der Neurotransmitter Serotonin ist an der stressinduzierten Sekretion des Kortikotropin-releasing-Hormons (CRH) aus dem Hypothalamus beteiligt (Calo-gero et al. 1989, Saphier et al. 1995). Weiterhin konnte an Ratten gezeigt werden, dass Serotonin bei der Triggerung der Freisetzung von ACTH in der Hypophyse eine Rolle spielt (Bruni et al. 1982, Spinedi et al. 1983, De Souza 1986, Jorgensen 2007), sowie an der Expression von Glukokortikoidrezeptoren in den hippocampalen Neuro-nen mitwirkt (Maus: Erdeljan et al. 2001; Ratte: Mitchell et al. 1990, LaPlante et al. 2002; Meerschweinchen: Erdeljan et al. 2000). Es ist bekannt, dass vor allem 5HT1A-, 5HT2A- sowie 5HT7-Rezeptoren (Untersuchungen an der Ratte: Koenig et al. 1987, Lorens 1987, Bagdy et al. 1990, Fuller 1996) die serotonerge Stimulation im 
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Rahmen der HHN-Achse regeln und an der Sekretion des Kortikotropin-releasing-Hormons, an der zirkadianen ACTH-Ausschüttung sowie an der Expression der Glukokortikoidrezeptoren (Szafarczyk et al. 1983, Andrews et al. 2004) beteiligt sind.   Eine pränatale Glukokortikoidgabe oder pränataler Stress der Mutter und die damit verbundene mögliche dauerhafte Dysregulation der HHN-Achse können indirekt die serotonergen, dopaminergen und GABAergen Neurotransmittersysteme stören, so z. B. wurde bei Untersuchungen an der Ratte eine reduzierte Serotoninkonzentration im Neocortex, Mesencephalon, in der Pons (Muneoka et al. 1997), im Hypothalamus (Peters 1982) und im Hippocampus nach pränatalem Stress bzw. nach pränatal ver-abreichten Glukokortikoiden beobachtet (Hayashi et al. 1998), welche noch bis in das Erwachsenenalter nachgewiesen werden konnte (Muneoka et al. 1997). Es wird an-genommen, dass die erhöhten Kortisolspiegel im Fetus eine Verminderung des Sero-tonin- und Noradrenalingehaltes im Gehirn bewirken, was charakteristisch für das Auftreten von depressiven Erkrankungen wäre (Slotkin et al. 1996, Muneoka et al. 1997, Hanley 2003). Es ist bereits bekannt, das Kortisol, welches in Stresssituationen vermehrt sezerniert wird (Welberg und Seckl 2001), die Serotoninausschüttung supp-rimiert, wodurch es zu reduzierten Serotoninkonzentrationen im Blut kommt (Hayashi et al. 1998). Darüber hinaus hat Serotonin wahrscheinlich auch einen Einfluss auf die Synaptogenese (Lesch 1998). Eine reduzierte Serotoninkonzentration führte am Hippocampus der Ratte zu einer verminderten synaptischen Dichte (Hayashi 1998). Unklar ist bis heute der genaue Wirkungsgrad der pränatalen Glukokortikoide auf das serotonerge System. Es ist möglich, dass die Glukokortikoide direkt in die Synthese des Serotonins eingreifen oder durch eine mögliche Schädigung der heranreifenden Hirnstrukturen die Synthese des Serotonins beeinflussen (Whitaker-Azmitia 1993). Weiterhin ist eine Wirkung der Glukokortikoide auf die serotonergen Neurone durch z. B. Veränderung oder Hemmung der Zellteilung und einer damit verbundenen ver-minderten Serotoninsynthese möglich (Kitraki et al. 1996).    Bei pathologischen Veränderungen des serotonergen Systems kommt es zu depres-siven Verhaltensstörungen und Schizophrenie (Delbende et al 1992, Welberg 2000, Seckl 2001, Weinstock 2001, Sloboda et al. 2005), Angststörungen, Essstörungen und chronischem Fatigue-Syndrom (Maes 1995, Welberg 2001, Hanley 2003). Auf-
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grund der vielfältigen Funktionen des Serotonins soll im Folgenden genauer auf den Neurotransmitter eingegangen werden.    2.3 Der Neurotransmitter Serotonin 2.3.1 Historische Entdeckung des Serotonins  Initial wurde das biogene Amin Serotonin in den frühen 1930er Jahren in den enterochromaffinen Zellen des gastrointestinalen Trakts durch Vittorio Erspamer ent-deckt und eine Funktion des Serotonins als Auslöser der Kontraktion der glatten Muskulatur am Uterus der Ratte beschrieben (Erspamer 1937). Die Arbeitsgruppe um M. Rapport isolierte aus Rinderblut bei der Suche nach Komponenten, die zu ei-ner Vasokonstriktion führen, ein Serumsubstrat, welches den Namen Serotonin (ab-geleitet von Serum und Tonus) erhielt (Rapport et al. 1948). Später konnte die che-mische Struktur von Serotonin nachgewiesen werden (Rapport 1949). Erstmals wur-de Serotonin 1953 im Gehirn von Säugetieren nachgewiesen (Twarog 1954). Daraus schloss man, dass Serotonin als neuroaktive Substanz tätig ist und eine Beteiligung an psychiatrischen Erkrankungen aufweist. Kurz nach der Entdeckung im menschli-chen Gehirn in den Nuclei raphe wurde Serotonin als wichtige Komponente für die psychische Gesundheit erkannt (Woolley 1954, Fuxe et al. 1965). Später wurde eine verminderte Aktivität von serotonergen Neuronen mit dem Auftreten affektiver Er-krankungen in Verbindung gebracht (Coppen 1967).    2.3.2 Vorkommen des Serotonins Der Neurotransmitter Serotonin wird in verschiedenen endokrinen Drüsen syntheti-siert, z. B. in extrazerebralen Drüsen wie der Schilddrüse (Tamir et al. 1989), Pank-reas (Teff et al. 1988), Hoden (Aguilar et al. 1992) und im Ovar (Amenta et al. 1992). Dabei wirkt Serotonin unter anderem regulierend und stimulierend auf die weitere Hormonfreisetzung aus den genannten Organen (Hery et al. 1978, Randle et al. 1983, Tamir et al. 1992). Intrazerebral dienen vorrangig die Hypophyse und die Nuclei raphe der Serotoninsynthese (Azmitia 1978, Montage et al. 1988). Serotonin ist in nahezu allen Regionen des Gehirns durch seine serotonergen Projektionen nachzuweisen. Die serotonergen Neurone sind hauptsächlich in den Nuclei raphe lokalisiert. Es lassen sich im Hinblick auf die Projektionsgebiete zwei Raphe-Komplexe beschreiben (Dahlstrom und Fuxe 1964, Hornung 2003). Der kaudale 
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Raphe-Komplex, lokalisiert in der Medulla oblongata und der kaudalen Pons (Raphe obscurus, Raphe pallidus, Raphe magnus), bildet deszendierende Bahnen zum mo-torischen und autonomen System des Rückenmarks. Die Projektionsbahnen des rostralen Raphe-Komplexes, welcher sich im Bereich des Mittelhirns und der rostralen Pons (Raphe pontis, Raphe dorsalis, Raphe medianus, Raphe linearis caudalis, Nucleus tegmenti reticularis pontis) befindet, verlaufen ins Diencephalon und Vorderhirn. Die aszendierenden Projektionsbahnen innervieren dabei unter an-derem den Cortex, das Striatum, den Hippocampus, Thalamus, Hypothalamus und die Amygdala. Ihnen wird eine Beteiligung bei Gedächtnisbildung, Stimmung, Kogni-tion, Angstverhalten, emotionalem und sozialem Verhalten (Sheard 1969), bei der zirkadianen Rhythmik (Jouvet 1967), Thermoregulation (Feldberg und Myers 1964), sowie dem Ess- und Sexualverhalten zugesprochen (Jacobs und Azmitia 1992, Lucki 1992, Leger et al. 2001,Kriegebaum et al. 2010). In der zirkadianen Rhythmik wirkt der Neurotransmitter Serotonin wahrscheinlich als Inhibitor auf den Nucleus suprachiasmaticus, welcher im Hypothalamus lokalisiert ist (Meyer-Bernstein 1996) und als Schrittmacher der zirkadianen Rhythmik gilt (Rusak 1979, Moore 1983). Der Nucleus suprachiasmaticus empfängt dabei serotonerge Nervenbahnen vom media-nen und dorsalen Nucleus raphe sowie direkte Innervationen von der Retina ausge-hend über den retinohypothalamischen Trakt (Hendrickson et al.1972, Pickard 1982, Johnson et al. 1988a,b, Stehle 2003) als auch indirekte Informationen über den geniculohypothalamischen Trakt vom Corpus geniculatum ausgehend über autono-me Regionen des Rückenmarkes und sympathische Ganglien (Johnson et al. 1988b, Morin et al. 1992, Reuss 1996). Durch Licht-Dunkel-Phasen, welche mittels der Reti-na und den retinohypothalamischen Nervenbahnen auf den Nucleus suprachiasmaticus übertragen werden, wird ein 24-Stunden-Rhythmus generiert (Korf 2006). Dem zirkadianen Rhythmus unterliegen weiterhin physiologische, bio-chemische und morphologische Parameter in Säugetieren, welche während des Ta-gesverlaufes Veränderungen unterliegen (Reuss 1996). Serotonin und Melatonin, welches durch die N-Acetyltransferase aus Tryptophan in der Glandula pinealis ge-bildet wird (Lerchl 2002), interagieren dabei eng miteinander. Durch den nächtlichen Anstieg der N-Acetyltransferase wird vermehrt Melatonin gebildet und der Serotonin-spiegel fällt ab. Am Tag nimmt durch den Lichteinfall auf die Retina die Enzymaktivi-tät ab und es wird vermehrt Serotonin synthetisiert (Stehle 2003), wodurch der Wach-Schlaf-Rhythmus generiert wird. Änderungen in diesem Mechanismus können wiede-
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rum zu Schlafstörungen führen, welche ein typisches Symptom bei Depressionen sind (Delbende et al. 1992, Thase et al. 1997, Hedlund 2005, Tsuno et al. 2005, Bo-naventure 2007).   2.3.3 Serotoninmetabolismus Serotonin gehört, wie auch Adrenalin, Dopamin und Histamin, zu den Monoamintransmittern und ähnelt durch das Vorhandensein einer Aminogruppe den Aminosäuren (Kriegebaum et al. 2010). Die Biosynthese findet dabei zum Großteil im Soma, sowie in einem geringeren Teil in den Dendriten und Axonen der Neuronen statt. Serotonin wird aus der Aminosäure Tryptophan gebildet, welche mittels eines Trans-porters (Large-neutral-aminoacid-(LNAA)-Transporter) über die Blut-Hirn-Schranke in das serotonerge Neuron transportiert wird. Dabei wandelt das Enzym Tryptophanhydroxylase das L-Tryptophan in L-5-Hydroxytryptophan um, welches wiederum durch das Enzym L-Aminosäure-Decarboxylase zum 5-Hydroxytryptamin (Serotonin) decarboxyliert wird (Kriegebaum et al. 2010). Serotonin wird anschlie-ßend mithilfe des vesikulären Monoamin-Transporters (VMAT) in den präsynaptischen Vesikeln gespeichert (Weihe et al. 1994). Die Freisetzung des Sero-tonins in den präsynaptischen Spalt erfolgt über eine Depolarisation der synapti-schen Membran mit begleitendem Kalziumeinstrom in die Zelle (Kriegebaum et al. 2010). Serotonin bindet dann entweder an postsynaptische oder präsynaptische Re-zeptoren und löst weitere Signaltransduktionen aus. Mittels eines Serotonintranspor-ters (SERT) gelangt der Neurotransmitter in die präsynpatischen Vesikel zurück oder wird durch die Monoaminoxidase (MAO-A oder MAO-B) abgebaut (Waldmeier 1987). Es entsteht das Zwischenprodukt 5-Hydroxyindolacetaldehyd, welches mittels des Enzyms Aldehyddehydrogenase zu 5-Hydroxyindolessigsäure (5-HIAA) oxidiert wird. Die schematische Darstellung ist hierzu in Abbildung 1 ersichtlich.   
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 Abb. 1 Biosynthese und Abbau des Serotonins   2.3.4 Ontogenese des serotonergen Systems Es wird angenommen, dass sich das serotonerge Neurotransmittersystem ontogene-tisch als eines der ersten Systeme im fetalen Gehirn von Säugern manifestiert, denn die serotonergen Neurone in den Nuclei raphe gehören zu den sich am frühesten entwickelnden Strukturen im fetalen Gehirn (Kriegebaum et al. 2010). Beim Men-schen entstehen die serotonergen Neurone zwischen der 5. und 6. Gestationswoche im anterioren und posterioren embryonalen Hinterhirn (Cordes 2005), welches sich dann weiterentwickelt zu den Nuclei raphe und der Pons. Serotonin wird dabei eine bedeutende Rolle bei morphogenetischen Aktivitäten in der frühen fetalen Gehirnreifung und in der späteren Neurogenese zugesprochen 
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(Catalano 2001, Lesch 2001, Andrews et al. 2004) wie z. B. bei der Zellproliferation, der Zellmigration und – differenzierung sowie bei der Synapsenbildung (Lesch 1998). Bei Untersuchungen an der Ratte wurde beobachtet, dass Serotonin noch vor der Synaptogenese synthetisiert wird und der Schluss gezogen, dass es ein Entwick-lungssignal für die Synaptogenese sein könnte (Lauder 1990). Des Weiteren konnte bei Untersuchungen an Mäusen die Wirkung des Serotonins auf die Entwicklung und Differenzierung von glutamatergen Neuronen während der fetalen kortikalen Reifung dokumentiert werden (Lavadas et al. 1997). Der Einfluss des Serotonins auf die För-derung des Größenwachstums der Axone und der Zellkörper sowie deren Überleben konnte in vitro gezeigt werden (Liu et al.1991). Im Falle einer verminderten Seroto-ninkonzentration ist das Auftreten einer Veränderung der Zellteilung von neuronalen Vorläuferzellen (Lauder 1978), einer veränderten Axonverzweigung, einer pathologi-schen Dendritogenese sowie einer zunehmenden Apoptose (Caspar 2003) als auch einer reduzierten Synapsendichte im Hippocampus während der Synaptogenese im fetalen Gehirn möglich (Mazer et al. 1997).   Zusammenfassend ist Serotonin wirksam in der frühen morphogenetischen Reifung des Gehirns, später übernimmt Serotonin in den reifen Neuronen die Funktion als Neurotransmitter (Whitaker-Azmitia 2001). Im serotonergen System selbst wirkt Se-rotonin als Wachstumsfaktor und reguliert Proliferation und Differenzierung der serotonergen Neurone (Whitaker-Azmitia 1993). Weiterhin kann eine Störung im serotonergen Transmittersystem, insbesondere die Abnahme von Serotonin, schwe-re psychische Erkrankungen wie Depressionen oder Schizophrenie bewirken (Lesch und Mössner 1998). Es ist unklar, ob die Abnahme von Serotonin oder die Abnahme der Sensitivität der Serotoninrezeptoren dabei vordergründig ist. Im nächsten Kapitel soll deshalb auf die Serotoninrezeptoren und ihre Funktionen, insbesondere im Ge-hirn, eingegangen werden.   2.4 Klassifizierung der Serotoninrezeptoren Die Unterscheidung der Serotoninrezeptoren erfolgte erstmals durch Gaddum und Picarelli 1957. Dabei wurden die Serotoninrezeptoren in D-Rezeptoren (vermitteln Kontraktion der glatten Muskulatur, antagonisierbar durch Dibenzylin) und M-Rezeptoren (vermitteln Depolarisation cholinerger Neurone, antagonisierbar durch 
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Morphin) unterschieden. Später wurden die Rezeptoren nach ihrer Struktur und nach ihren Effektmechanismen in 7 Familien (5HT1-7) unterteilt (Hoyer et al. 1994, 2002, Kroeze et al. 2002), welche noch heute Gültigkeit haben. Der 5HT3-Rezeptor nimmt eine Sonderstellung ein, da er zu den Liganden-gesteuerten Ionenkanälen zählt. Die anderen 5HT-Rezeptoren zählen zu den G-Protein-vermittelten Rezeptoren (Maricq et al. 1991, Kroeze et al. 2002). Im Folgenden soll die anatomische Verteilung und die dazugehörige Funktion der Serotonin-Rezeptoren in einer tabellarischen Über-sicht aufgezeigt werden (Tab. 1).  Tab.1 Übersicht über die Serotoninrezeptoren und ihre Funktion Rezeptor Vorkommen Funktion Quelle 5HT1A ZNS:  Cortex, Hippocampus, Amygdala, Septum, Hypotha-lamus, Nuclei raphe,  Substantia gelatinosa des Rü-ckenmarkes,  Geringe Konzent-ration im Thala-mus, Basalgangli-en ZNS:  Aggression, Angst- und Suchtverhalten, Ess- und Sexualverhalten, Gedächt-nis, Gemütslage, Depres-sion, soziales Verhalten, Lernvorgänge, Schlaf, zentrale Blutdruckregulati-on, Autorezeptor, Übelkeit, Schmerz, Respiration, Thermoregulation Marazziti et al. 1994, Compaan 1996, Barnes 1999, Sargent et al. 2000, Andrews et al. 2004, Rausch et al. 2006, Lundberg et al. 2007, Wang et al. 2009, Pytliak 2011  Peripherie:  Gastrointestinal-trakt, Milz, Plexus myentericus  Peripherie:  Blutdruck, Herzfrequenz, Vasokonstriktion, Erektion, Pupillendilatation  Pytliak 2011 5HT1B ZNS:  Cortex, Striatum, Basalganglien, dorsale Nuclei ra-phe, Substantia nigra,  Globus pallidus    ZNS: Aggression, Angst- und Suchtverhalten (vor allem gegenüber Alkohol bei Knockout-Mäusen), Ler-nen, Bewegung, Gedächt-nis, Gemütslage, Sexuali-tät, Autorezeptor, Hem-mung der Dopaminfreisetzung, Steu-erung anderer Neuro-transmitter wie Acetylcho-lin, Noradrenalin, Glutamat Ramboz et al. 1996, Saudou et al. 1996, Brunner 1999, Vernäs 2005, Groenink et al. 2006, Pytliak 2011  Peripherie: Herz, Gefäße, na-sale Mukosa Peripherie:  pulmonale und koronare Vasokonstriktion, Erektion Morelli 2007 
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Rezeptor Vorkommen Funktion Quelle 5HT1D ZNS:  frontaler Cortex, Hippocampus, Amygdala, Substantia nigra, Nucleus caudatus, Putamen, Globus pallidus ZNS:  Bewegung, Angstverhal-ten, Vasokonstriktion im Gehirn, Autorezeptor, hemmende Funktion auf cholinerge, noradrenerge, glutamaterge und dopaminerge Neurone Lowther et al. 1992/1997, Varnäs et al. 2001, Pullar 2004  Peripherie:  Herz, Gefäße  Peripherie:  zerebrale Vasokonstriktion Pytliak 2011 5HT1E ZNS:  Cortex, Striatum, Hippocampus, Nu-cleus caudatus, Putamen, Globus pallidus, Amygda-la, Hypothalamus, Bulbus olfactorius ZNS:  Gedächtnis, Emotionen, Schmerzen Lowthers 1992, Bruinvels 1994, Shimron-Abarbanell et al. 1995   Peripherie:  nicht bekannt  Peripherie:  nicht bekannt   5HT1F ZNS:  Cortex, Striatum, Hippocampus, Bulbus ofactorius, Rückenmark, dorsale Nuclei ra-phe, Nucleus tractus solitarius ZNS:  mögliche Beeinflussung von Bewegung und Angst-verhalten   Pascual et al. 1996, Gastro 1997   Peripherie:  Uterus, Koronarar-terien  Peripherie:  Vasokonstriktion Nilson et al. 1999  5HT2A ZNS:  Cortex, Hippo-campus, Amygda-la, Striatum, Hypo-thalamus, Bulbus olfactorius, Nucle-us accumbens ZNS: Angst-, Ess-, Suchtverhal-ten, Wahrnehmung, Vor-stellungsvermögen, Ler-nen, Gedächtnis, Gemüts-lage, Sexualität, Schlaf-verhalten, Thermoregulati-on Pompeiano 1994, Dwivedi 1998    Peripherie:  Uterus, Darm, Harnwege, Thrombozyten, Gefäße, glatte Muskulatur Peripherie:  Kontraktion der glatten Muskulatur von Harnwe-gen, Darm und Uterus, Vasokonstriktion, Thrombozytenaggregation, Erhöhung der Kapillarpermeabiliät Cook et al. 1994, Nagatomo 2004, Pytliak 2011  
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Rezeptor Vorkommen Funktion Quelle 5HT2B ZNS:  Neocortex, Amygdala, Septum, Hypotha-lamus, Cerebellum ZNS:  Angst-, Ess- und Schlaf-verhalten, Migräne  Schmuck 1994, Kennet et al. 1998, Schaerlinger 2003, Launay 2006 Peripherie:  Darm, Herz, Niere, Leber, Plazenta, Gefäße, Magen Peripherie:  Vasokonstriktion, Kontrak-tion der glatten Muskulatur, Motilität des Gastrointestinaltrakts Kursar et al. 1992, Schmuck et al. 1996  5HT2C ZNS:  Cortex, Substantia nigra, Hypothala-mus, Septum, Globus pallidus, Plexus choroideus Rückenmark  ZNS:  Steuerung des motori-schen Verhaltens, Angst-, Ess- und Suchtverhalten, Bewegung, Gemütslage, Sexualität, Schlafverhal-ten, Thermoregulation, Migräne Pompeiano 1994, Westberg 2002, Schaerlinger 2003  Peripherie:  nicht bekannt Peripherie:  nicht bekannt  5HT3 ZNS:  Cortex, Amygdala, Hippocampus, Bulbus olfactorius, Hirnstamm, limbi-sches System, Substantia gelatinosa des Rü-ckenmarks  ZNS:  Angst-, Suchtverhalten, Übelkeit und Auslösen des Brechreflexes (vor allem unter Chemotherapie), Lernen, Gedächtnis, neuronale Erregung, Schmerzinduktion, Essstö-rungen, Migräne Tecott 1993    Peripherie:  an Zellwänden von Neuronen Peripherie:  Motilität des Gastrointestinaltrakts Rex 2007 5HT4 ZNS:  Neocortex, Basalganglien, Hippocampus, Substantia nigra  ZNS:  Angst-, und Essverhalten, Lernen, Gedächtnis, Emo-tionen, Lernprozesse, Re-spiration, Regulation der Sekretion von Acetylcolin, Dopamin und Serotonin selbst Vernäs 2003, Cartier 2005, Ciranna 2006  Peripherie:  Darm, Blase, Herz, Nebenniere Peripherie:  Motilität des Gastrointestinaltraktes, Atmungskontrolle, Auslö-sen der Glukokortikoid-ausschüttung aus den Nebennierenrindenzellen  Taniyama 2000  
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Rezeptor Vorkommen Funktion Quelle 5HT5A ZNS:  Cortex, Hippo-campus, Hypo-thalamus, Thala-mus, Cerebellum, Bulbus olfactorius, Pons, Locus coeruleus ZNS:  Bewegung, Schlaf- und Essverhalten, Verhalten in Stresssituationen, Angst- und Depressionsverhalten, Gedächtnisprozesse, Ler-nen, Gehirnentwicklung, zirkadiane Rhythmik Pasqualetti et al. 1998, Grailhe et al. 2001, Nelson 2004, Cordes 2005, Thomas 2006  Peripherie:  nicht bekannt Peripherie:  nicht bekannt  5HT5B ZNS: Vorkommen im Gehirn von Mäu-sen und Ratten, nicht bekannt beim Menschen ZNS: Nicht bekannt Grailhe et al. 2001, Nelsnon 2004  Peripherie:  nicht bekannt Peripherie:  nicht bekannt  5HT6 ZNS: Cortex, limbisches System, Caudatum, Substatntia nigra ZNS: Angstverhalten, Wahr-nehmung, Lernen, Ge-dächtnis, Gemütszustän-de, Ernährung Kohen et al. 1996, Woolley 2004 Peripherie:  nicht bekannt Peripherie:  nicht bekannt  5HT7 ZNS:  Hippocampus, Thalamus, Hypo-thalamus insbesondere Nu-cleus suprachias-maticus, Amygda-la, Cortex, dorsale Nuclei raphe, Pons, Hirnstamm  ZNS:  Gedächtnis, Gemütslage, Respiration, Schlafverhal-ten (zirkadiane Rhythmik, Auftreten von Schlafstö-rungen, Zunahme der La-tenzzeit und quantitative Abnahme des REM-Schlafes), Thermoregulati-on, Schmerzen, Auftreten von Depressionen, Schi-zophrenie und Angstver-halten    Lovenberg 1993, Plassat et al. 1993, Ruat 1993, Shen et al.1993, Roth 1994, To et al. 1995, Gustafson 1996, Hagan 2000, Thomas et al. 2002/2003/2004, Glass 2003, Hedlund 2004/2009/2005, Cordes 2005, Duncan und Frank-lin 2007, Belmarker 2008 Peripherie:  glatte Muskulatur des Gastrointestinaltraktes, kardiovasku-läres System (z.B. Koronarien) Peripherie:  Vasokonstriktion, Relaxati-on der Muskulatur, Reiz-darmsyndrom, Kontrolle der Miktion  Bard et al. 1993, Schoeffter et al. 1996, Tuladhar et al. 2003, Hedlund 2009  
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Aus der Übersicht geht hervor, dass Serotoninrezeptoren im menschlichen Körper in allen Organsystemen vorkommen. Serotonin vermittelt überaus vielfältige Effekte über die Aktivierung spezifischer an die Zellmembran gebundener Rezeptoren, wel-che zum Teil auch als Autorezeptoren fungieren. Bekannte Signalwege führen über die Aktivierung (5HT4-, 5HT6-, 5HT7-Rezeptoren) oder Hemmung (5HT1-Rezeptor) der Adenylatcyclase, Aktivierung der Phospholipase C (5HT2-Rezeptor) (Kriegebaum et al. 2010), über Kalziumkanäle und Aktivierung von Proteinkinasen (Raymond et al. 2001). Die Signaltransduktion der 5HT5-Rezeptoren ist zum aktuellen Zeitpunkt noch nicht vollständig geklärt. Es wird angenommen, dass der Rezeptor über eine Inhibie-rung der Adenylatcyclase wirkt (Francken et al. 1998).  In der Ausbildung von Depressionen und Schlafstörungen sind insbesondere die 5HT1-, 5HT5A- und 5HT7-Rezeptoren vorrangig beteiligt (Holsboer 2001). Da der 5HT1-Rezeptor bereits gut untersucht ist, wurden in der vorliegenden Arbeit die 5HT5A- und 5HT7-Rezeptoren und mögliche Veränderungen nach einer pränatalen Glukokortikoidgabe im fetalen Schafsgehirn untersucht. 
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3 Ziele der Arbeit Wie im Kapitel 2.2 beschrieben haben pränatale Glukokortikoide Einfluss auf die Entwicklung der Hirnfunktion und befördern das Auftreten von Verhaltensauffälligkei-ten und Depressionen in späteren Leben (Slotkin et al. 1996, Muneoka et al. 1997, Hanley 2003). Neben einer Programmierung und Hyperaktivierung der HHN-Achse (Wyrwoll und Holms 2011) kann möglicherweise auch ein Glukokortikoideinfluss auf die Entwicklung des neuronalen Netzwerkes und des serotonergen Systems für die Entwicklung von Depressionen eine Rolle spielen. Während die Effekte einer präna-talen Glukokortikoidtherapie auf die Funktion und Reifung der HHN-Achse relativ gut untersucht wurden, sind die Glukokortikoideffekte auf die Entwicklung des neurona-len Netzwerkes und des serotonergen Systems kaum untersucht.  In der vorliegenden Arbeit sollte deshalb untersucht werden inwieweit pränatale Glukokortikoide einen Effekt auf die Ausbildung des neuronalen Netzwerkes und das serotonerge System im fetalen Gehirn haben. Hierbei wurden insbesondere struktu-relle Veränderungen der 5HT5A- und 5HT7-Rezeptoren untersucht, welche zu den wichtigsten serotonergen Rezeptoren im Gehirn gehören. Es liegen nur wenige Da-ten zu Veränderungen dieser Rezeptoren nach einer pränatalen Glukokortikoidapplikation in einer klinischen Dosis an einem dem Menschen nahe verwandtem Tiermodell vor. Zum Zeitpunkt 0,70 der Trächtigkeitsdauer beim Schaf, entspricht der 28. SSW beim Menschen, wurde Betamethason in der klinisch verwendeten Dosis (2x8mg körper-gewichtsadaptiert auf das Körpergewicht einer 70kg schweren Schwangeren) dem Mutterschaf intramuskulär injiziert.  Unsere Hypothese war, dass pränatal verabreichte Glukokortikoide, in der vorliegen-den Arbeit das Betamethason in der klinisch zur Lungenreifung verwendeten Dosis, die Entwicklung des neuronalen Netzwerkes und des serotonergen Systems stören.  Ziele der Arbeit waren: 1. Die Untersuchung der Effekte einer pränatalen maternalen intramuskulären Glukokortikoidtherapie auf das neuronale Netzwerk anhand der Synaptophysin-Immunreaktivität. Synaptophysin ist ein unspezifischer Marker 
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für Synapsen und in ca. 95% der neokortikalen Synapsen enthalten (Wiedenmann 1985, Rehm 1986). 2. Die Untersuchung der serotonergen 5HT5A- und 5HT7-Rezeptor-Immunreaktivität im frontalen Cortex (Lamina II/III und Lamina V/VI), Nucleus suprachiasmaticus, Locus coeruleus, Nucleus paraventricularis, Nuclei pontis aufgrund ihrer Beteiligung an der Regulation von Schlaf und Verhalten sowie ihrer Involvierung in depressive Störungen.  Die Untersuchungen wurden am Tiermodell des fetalen Schafes durchgeführt, wel-ches das wichtigste Tiermodell ist, an dem auch die pränatale Glukokortikoidtherapie zur Lungenreifung entwickelt wurde (Liggins 1969, Liggins und Howie 1972). Weiter-hin ähnelt die Gehirnentwicklung des Schafes der des Menschen (Astom 1967, Dobbing & Sands 1979). Mittels Immunhistochemie wurden die Synaptophysin-Immunreaktivität sowie die Immunreaktivität der serotonergen Rezeptoren 5HT5A und 5HT7 in den genannten Hirnstrukturen dargestellt und mögliche strukturelle Veränderungen dokumentiert. Die Immunhistochemie hat sich für einen spezifischen Antigennachweis etabliert und ist ein häufig angewandtes Verfahren. In dieser Arbeit sollte die ABC-Methode zum Einsatz kommen. Die spezifische Antigen-Antikörper-Reaktion wird mittels Immun-komplex verstärkt und durch eine Farbreaktion sichtbar gemacht. Mittels Lichtmikro-skop sollten die ausgewählten Hirnstrukturen bewertet werden. Die weitere Auswer-tung sollte dann mittels Bildverarbeitungsprogramm erfolgen, um die Fläche der Immunreaktivität erheben zu können, welche sich zur Auswertung schon in früheren Arbeiten unserer Arbeitsgruppe bewährte. Dafür wurden die histologischen Bilder in Graustufen umgewandelt. Die statistische Auswertung sollte mit dem Mann-Whitney-Test erfolgen. Die vorliegende Arbeit soll dazu beitragen, die Auswirkungen einer pränatalen Betamethasontherapie auf das fetale Gehirn umfassender zu erkennen und mögliche Wirkungsmechanismen für die im späteren Leben auftretenden neuropsychiatrischen Störungen näher zu erklären. Die Studie könnte helfen, das Wissen über mögliche Nebenwirkungen von Glukokortikoiden zur Verbesserung der Lungenreifung zu er-gänzen und deren Einsatz angemessen zu bewerten.  
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4 Material und Methoden  4.1 Versuchstiere und experimentelles Protokoll Die Experimente wurden an trächtigen Schafen am Institut für Versuchstierkunde (IVTK) der Friedrich-Schiller-Universität Jena durchgeführt und durch die Tierschutz-kommission des Freistaates Thüringen genehmigt. Ich habe mich auf die Aufarbei-tung des Hirngewebes (Schneiden, Färben) und dessen Auswertung (Mikroskopieren, Einscannen der Schnitte, Bildverarbeitung und -analyse) fokussiert. Bei der Durch-führung der Experimente war ich selbst nicht zugegen, doch sollen sie zum besseren Verständnis beschrieben werden.   4.2 Terminierte Konzeption Die mütterlichen Schafe (Merino- und Schwarzkopfkreuzungen) wurden terminiert verpaart. Dies setzte eine Synchronisierung des Ovulationszykluses voraus. Die Schafe wurden bei einem Schäfer gehalten. Die Ovulation wurde durch ein standar-disiertes Verfahren ausgelöst. Dabei wurde zur Zyklusblockade dem Mutterschaf ein mit Gestagenen getränkter Schwamm vaginal implantiert, der kontinuierlich Gesta-gene abgab. Sobald der natürliche Zyklus blockiert war, wurde der Schwamm wieder entnommen und dem Mutterschaf Choriongonadotropine zur Ovulationsauslösung verabreicht. Die Paarung, die in den nächsten 48 Stunden stattfand, wurde von ei-nem Schäfer beobachtet und die Trächtigkeit am 20. Trächtigkeitstag (Trächtigkeits-dauer von insgesamt 150 Tagen) anhand der Progesteronspiegel der Muttertiere überprüft.  Die Muttertiere wurden etwa 5 Tage vor Beginn der Experimente ins IVTK gebracht, damit sie sich an die neue Umgebung gewöhnen konnten. Die Haltung erfolgte in einem Tierstall bei einem festen zirkadianem Rhythmus mit 14 Stunden Helligkeit und 10 Stunden Dunkelheit und unter Aufsicht eines Tierarztes.    4.3 Applikation von Betamethason In dieser Studie wurden 17 Schaffeten eingeschlossen, dabei erhielten 6 Muttertiere (7 Schaffeten, davon ein Zwillingspaar) zum Zeitpunkt 0,7 der Trächtigkeitsdauer (106. und 107. Trächtigkeitstag von insgesamt 150 Trächtigkeitstagen) eine Betamethasonbehandlung. Es wurde Betamethason (Betamethason-Phosphat, 
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Celestan solubile Essex, München, Deutschland) in einer Dosierung von 110µl/kg zweimal im Abstand von 24 Stunden maternal i.m. appliziert. Eine gewichtsadaptierte Dosierung von 110µl/kg beim Schaf entspricht einer Betamethasongabe von 2x8mg bei einem angenommenen Gewicht von 70kg einer Schwangeren. Diese Dosis ist entsprechend der Leitlinien Europas und Deutschlands üblich (NIH 2000, DGGG 2008). Die 7 Mutterschafe aus der Kontrollgruppe (10 Schaffeten, davon 3 Zwillings-paare) erhielten ein entsprechend gleiches Volumen an isotonischer Kochsalzlösung (2,2ml i.m.).   4.4 Histochemische und immunhistochemische Färbungen im fetalen Schafsgehirn 4.4.1 Gewinnung des fetalen Hirngewebes Zum Zeitpunkt 0,73 der Trächtigkeitsdauer (112. Trächtigkeitstag) wurde der Fetus durch Sectio caesarea entwickelt. Dabei wurde dem Muttertier zur Einleitung der An-ästhesie 1g Ketamin i.m. verabreicht, zur Aufrechterhaltung der Anästhesie diente 4%iges Halothan. Im Operationssaal wurde die Bauchdecke des trächtigen Tieres durch einen Medianschnitt eröffnet und der alleine nicht lebensfähige Fetus mittels eines Uterusschnittes entwickelt. Das Muttertier wurde daraufhin in tiefer Anästhesie durch eine i.v. Gabe von Magnesiumchlorid getötet.  Anschließend wurde die fetale Arteria carotis communis aufgesucht und punktiert. Ein Katheter wurde in diese kopfwärts vorgeschoben und die cerebralen Gefäße mit heparinisierter, physiologischer Kochsalzlösung blutleer gespült. Das fetale Gehirn wurde im Anschluss mit einer gepufferten 4%igen Paraformaldehydlösung fixiert. Ei-ne Gehirnhemisphäre wurde zur histologischen Untersuchung genutzt, diese wurde zufällig ausgewählt. Nach Freipräparieren des fetalen Gehirns aus der Schädelkalotte wurde das Gewebe in einer 2%igen Paraformaldehyd-Lösung bei 4°C für eine Woche belassen und nachfixiert. Danach wurde das Gehirn in 7mm dicke, koronal geschnittene Blöcke geteilt und diese mittels Histokinette (Gewebeeinbettautomat, Leica TP 1020, Leica Microsystems Nussloch GmbH, Deutschland) in Paraffin überführt und anschließend an der Paraffinausgießstation (Leica EG 1160, Leica Microsystems Nussloch GmbH, Deutschland) eingebettet. Von den Gewebeblöcken wurden am Rotationsmikrotom (HM 335E, Microm International GmbH, Walldorf, Deutschland) 6µm dicke Gewebe-schnitte angefertigt. Diese wurden auf Objektträger aufgezogen, die mit Vectabond 
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TM Reagent (Vector Laboratories, Burlingame, Kanada) vorbehandelt waren und bei Raumtemperatur luftgetrocknet.    4.4.2 Histochemische Färbung mit Hämatoxylin-Eosin  Zur anatomischen Übersicht der Schnittpräparate erfolgte eine Hämatoxylin-Eosin-Färbung. Als Färbeergebnis wurden blau-violette Zellkerne und ein rosa-rotes Zell-plasma sichtbar (Mulisch und Welsch 2010). Die entsprechenden Gehirnschnitte wurden durch die absteigende Alkoholreihe entparaffiniert und anschließend mit Hämatoxylinlösung (Hämatoxylin, Fluka Chemie, Buchs, Deutschland) nach Mayer angefärbt (Kernfärbung). Es folgte eine Spülung mit Leitungswasser zum Bläuen. Nach dem Bläuen wurden die Schnitte in Eosinlösung (Eosin, Roth, Karlsruhe, Deutschland) eingestellt (zytoplasmatische Färbung). Danach wurden die Präparate entwässert und als Dauerpräparat einge-schlossen. Die detaillierte Färbetechnik ist Tabelle 2 zu entnehmen.  Tab. 2 Protokoll für die Hämatoxylin-Eosin-Färbung Vorgang Medium Dauer Entparaffinieren 2x Xylol 2x Isopropanol 100% 2x Isopropanol 80% 2x Isopropanol 50% je 10 min je 5 min je 5 min je 5 min Spülen Aqua dest 5 min Kernfärbung Hämatoxylin nach Mayer 9 min Differenzieren Fließendes Leitungswasser 9 min Spülen Aqua dest 1 min Gegenfärbung: Zytoplasmatische Färbung Eosin (vor Gebrauch 1 Tropfen Essigsäure in Küvette) max. 1 min   4.4.3 Immunhistochemische Darstellung der serotonergen Rezeptoren (5HT5A und 5HT7) Mögliche Betamethasoneffekte auf das serotonerge System wurden anhand der immunhistochemischen Verteilung der 5HT5A- und 5HT7-Rezeptoren im frontalen Cortex (Lamina II/III und Lamina V/VI), im Nucleus suprachiasmaticus, Locus coeruleus, Nucleus paraventricularis und in den Nuclei pontis untersucht.   
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Die Immunhistochemie der 5HT5A- und 5HT7-Rezeptoren erfolgte nach der ABC-Methode. Diese hat eine hohe Sensitivität aufgrund der Verstärkung des ursprüngli-chen Signals der Antigen-Antikörper-Reaktion durch den Biotin-Avidin-Komplex um den Faktor 1:1000 (Noll und Schaub-Kuehnen 2000). Bei der ABC-Methode, benannt nach dem Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex, bindet ein unkonjugierter (unmarkierter) Primärantikörper an das Antigen. Der applizierte Sekundärantikörper, der mit Biotin markiert ist (biotinyliert), bindet an den Primärantikörper-Antigen-Komplex. Der biotinylierte Sekundärantikörper reagiert nun mit einem zugesetzten Avidin-Biotin-Komplex. Dabei wird die hohe Affinität von Biotin zu Avidin ausgenutzt, wobei jedes Avidin-Glykoprotein jeweils 4 Bindungsplätze für das Biotin aufweist. Diese sind je-doch nie alle belegt, sodass der sekundäre Antikörper mit einer nicht besetzten Stelle reagieren kann (Lautner 2008). Die eigentliche Farbreaktion findet durch den Umsatz der Peroxidase durch Wasserstoffperoxid statt, die am Biotin kovalent gebunden ist. Dabei zerfällt das Enzym zu Wasser und Sauerstoff. Das Hinzufügen eines Chromogens, wie 3’3’-Diaminobenzidin (DAB), liefert die Elektronen für den Zerfall der Peroxidase und wird oxidiert, wodurch es zur Ausfällung eines braunen, in Was-ser und Alkohol unlöslichen Reaktionsproduktes kommt (Lang 2006).  Nach dem Entparaffinieren der Schnittpräparate mit Neoclear (MERCK, Darmstadt, Deutschland) und Durchlaufen der absteigenden Alkoholreihe (Isopropanol, Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz) wurden die Schnitte in eine Lösung von 1ml Wasser-stoffperoxid in 50%igem Isopropanol 20min bei Raumtemperatur eingestellt, um die endogene Peroxidase zu blocken. Nach Einstellen der Präparate in 0,5%igem Natriumborhydrit zur Blockierung reaktiver Aldehydgruppen folgten mehrfaches Spü-len mit Phosphatpuffer (PBS) und Arbeitspuffer (AP) plus Triton. Des Weiteren wur-den die Schnitte mit einem Gemisch aus 1,5ml AP plus Triton und 22,5µl 1,5%igem Normalserum (Goat-Serum, Chemicon International, Billerica, USA) inkubiert (30min, 37°C), um unspezifische Bindungen zu blockieren. Danach folgte die Inkubation der Schnitte mit den primären polyklonalen Antikörpern 5HT5A (Immunostar, Hudson, USA) und 5HT7 (Acris, Hiddenhausen, Deutschland) in einer Konzentration von 1:1000. Die Negativkontrolle erhielt stattdessen Normalserum in entsprechender Konzentration (1,5%ig). Nach der Inkubationszeit von 12 Stunden bei 4°C folgten Spülungen mit AP plus Triton und die Inkubation des sekundären Antikörpers (Anti-Rabbit-IgG, Rabbit-Kit, Vectastain, USA) in einer Verdünnung von 1:400 (2h, 37°C). Nach wiederholtem Spülen der Schnitte wurde der ABC-Komplex (ABC KIT, Vector 
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Laborytories, Burlingame, Canada) aufgetragen. Dieser musste eine halbe Stunde vor Verwendung aus Reagent A (Avidin DH) und Reagent B (biotinylierte Enzyme) mit AP und Triton hergestellt werden, um ein Aktivitätsmaximum zu erreichen. Nach 1 Stunde Einwirkdauer folgten Spülungen zur Beseitigung überschüssiger Komplexe. Zur Visualisierung der Immunmarkierung mithilfe von DAB (Sigma Fast 3,3-Diaminobenzidine Tablet Sets, Sigma-Aldrich-Chemie, Taufkirchen, Deutschland) wurden eine Tablette Wasserstoffperoxid und je eine Tablette 3`3-Diaminobenzidin in Aqua dest gelöst und gleichmäßig auf die Schnitte verteilt und ca. 6 Minuten darauf belassen. Zum Schluss folgten Spülungen mit Aqua dest, Entwässern mithilfe der aufsteigenden Alkoholreihe und das Einschließen der Präparate mit einem Eindeck-medium (Neo-Mount, MERCK GmbH, Darmstadt, Deutschland). Details für die An-wendung der Chemikalien sind der Tabelle 3 zu entnehmen.   4.4.4 Immunhistochemische Darstellung der Synaptophysin-Immunreaktivität Synaptophysin ist ein Membranprotein der präsynaptischen Vesikel und gilt als Markerprotein für die synaptische Dichte (Wiedenmann und Franke 1985, Rehm et al.1986, Masliah et al. 1994). Durch die Synaptophysin-Immunreaktivität werden An-häufungen von synaptischen Vesikeln dargestellt, die als granuläres Muster in den synaptischen Endigungen im Lichtmikroskop erscheinen (Wiedenmann und Franke 1985, Leclerc et al. 1989).  Das Färbeprotokoll folgte weitestgehend dem im Kapitel 4.4.3 beschriebenen Proto-koll für den Nachweis der serotonergen Rezeptoren unter Verwendung von Pferde- Serum (Horse-Serum, Sigma, Missouri, USA), gelöst in 5ml AP-T in einer 1,5%igen Konzentration, dem monoklonalen primären Antikörper (Anti-Synaptophysin, 1:1000, Sigma, MO, USA) und einem sekundären Antiköper (Anti-Mouse-IgG, 1:200, biotinylated Antibody, Vectastain, USA). Details für die Anwendung der Chemikalien sind nachfolgender Tabelle 3 zu ent-nehmen.      
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Tab. 3  Protokoll der immunhistochemischen Färbungen nach der ABC-Methode für 5HT5A, 5HT7 und Synaptophysin.  Vorgang Medium Dauer T/C° Entparaffinieren 2x Neoclear 100% 2x Isopropanol 100% 1x Isopropanol 80% 1x Isopropanol 50% je 10 min 5 min 5 min 5 min RT RT RT RT Blockierung endoge-ner Peroxidase Isopropanol/H2O2 1%ig Aqua dest   20 min 10min  RT RT  Blockierung Aldehydgruppe NaBH4/Aqua dest 0,5%ig Aqua dest PBS 60ml AP/30µl T 0,05%ig 20min 10min 5 min 5 min RT RT RT RT Inkubation mit Nor-malserum 5HT5A 1,5%ig 5HT7 1,5%ig Syn 1,5%ig 30min 37°C Inkubation mit primä-rem AK α-5HT5A 1:1000 2x AP/T α-5HT7 1:1000  α-Syn 1:1000  12 h  je 5 min 4°C  RT Inkubation mit se-kundärem AK α-5HT5A V1:400 2x AP/T α-5HT7 V1:400  α-Syn V1:200  2h  je 5 min 37°C  RT ABC-Komplex 4%iger ABC-Komplex AP/T 2x PBS Aqua dest 1 h 5 min je 5 min 5 min 37°C RT RT RT Visualisierung der Ag-AK-Reaktion DAB 0,7mg/ml H2O2 0,2mg/ml 2x Aqua dest < 10 min  je 5 min  Entwässern   Einschließen Isopropanol 80% 2x Isopropanol 100% 2x Neoclear 100% Entelan 5 min je 5 min je 5 min RT RT RT   α - anti, Ag - Antigen, AK - Antikörper, RT -  Raumtemperatur, T - Temperatur, Syn - Synap-tophysin, V - Verdünnung, AP - Arbeitspuffer, H2O2 - Wasserstoffperoxid, NaBH4 - Natrium-borhydrit, PBS - Phosphatpuffer, T - Triton, Herstellung AP: 500 ml PBS-Puffer, 250 µl Tween 20 und 2,5 g Rinderserumalbumin   4.5 Lichtmikroskopische Auswertung und digitale Bildanalyse  Die zu untersuchenden anatomischen Strukturen wurden durch Zuhilfenahme eines anatomischen Atlas für das Schafsgehirn (Johnson et al. 2016) am Lichtmikroskop (Axioplan 2 imaging, Zeiss AG, Jena, Deutschland) bestimmt.  Um die Immunreaktivität der 5HT5A- und 5HT7-Rezeptoren sowie die synaptische Dichte zu beurteilten, wurden im frontalen Cortex die Lamina II/III und die Lamina V/VI separat ausgewertet, um ontogenetisch jüngere und ältere kortikale Schichten 
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zu trennen. Die Unterscheidung der Laminae erfolgte nach anatomischen Kennzei-chen (siehe Abb. 2). Die Lamina II (Lamina granularis externa) ist nervenzellreich. Viele kleine Nervenzellen, die so genannten Körnerzellen treten gehäuft auf. Für die Lamina III (Lamina pyramidalis externa) sind die kleinen und mittleren Pyramidenzel-len mit ihren charakteristischen Dendriten, die bis in die Lamina I reichen oder als Kommissurenfasern zu homologen Gebieten des Cortex der gegenüberliegenden Hemisphäre gelangen, charakteristisch (Schiebler und Schmidt, 2003). Die Lamina V enthält die großen Pyramidenzellen (Lamina pyramidalis interna), die einen Durch-messer von 100µm erreichen können. In der Lamina VI (Lamina multiformis) finden sich spindelförmige Nervenzellen, deren Axone in die weiße Substanz oder zurück in die oberen Rindenregionen ziehen. Eine schematische Darstellung der kortikalen Schichten zeigen die folgende Abbildungen 2 und 3.  
 Abb. 2 Schematische Darstellung des horizontalen Schichtenaufbaus des humanen Cortex cerebri. Links: Darstellung efferenter Neuronensysteme (Projektionsfasern, Kommissurenfasern, Assoziationsfasern) in Verbindung zum Schichtenaufbau. Mitte: zytoarchitektonische Schichtengliederung. Rechts: Faserbild nach Markscheidenfärbung. Quelle: Schiebler, Schmidt; Anatomie; 2002   
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  Abb. 3 In der lichtmikroskopischen Darstellung (Endvergrößerung 126 fach) sind die Lami-nae des frontalen Cortex gut zu erkennen.  Die gewünschten cerebralen Strukturen wurden anhand der Hämatoxylin und Eosin gefärbten Gehirnschnitte lokalisiert, weil die Hirnstrukturen in den genannten immunhistochemischen Färbungen nicht deutlich zu erkennen waren. Es wurde ein entsprechender Bildausschnitt in dem mit 5HT5A, 5HT7 und Synaptophysin gefärb-ten benachbarten Schnitten ausgewählt. Dabei wurden 5 repräsentative Bildaus-schnitte aus Lamina II/III und Lamina V/VI des frontalen Cortex, Nucleus suprachiasmaticus, Locus coeruleus, Nucleus paraventricularis und Nuclei pontis ausgesucht (Endvergrößerung am Lichtmikroskop 250 fach) und der qualitativ beste Ausschnitt ausgewertet. Es wurde darauf geachtet, dass der gesamte Bildausschnitt mit der Struktur ausgefüllt war. Die histologischen Bilder wurden digitalisiert und durch eine am Lichtmikroskop montierte Farbvideokamera (AxioCam HR, Zeiss AG, Jena, Deutschland) standardisiert (Weißabgleich, Kunstlicht) aufgenommen. Die im Computer gespeicherten Bilder wurden daraufhin mithilfe eines Bildverarbeitungs-programm (Scion Image 1,62 NIH, USA) ausgewertet. Die histologischen Bilder wur-den in Graustufen (256 Graustufen) umgewandelt. Für die Immunreaktivität von Synaptophysin und der Serotonin-Rezeptoren (5HT5A, 5HT7) wurde unter visueller Kontrolle am Mikroskop ein Schwellenwert unter Zuhilfenahme der Negativkontrolle zur Festsetzung des spezifischen Signals aus der Immunmarkierung festgelegt. Grauwerte, die über dem Schwellenwert lagen, galten dabei als positiv.  
 Lamina I  Lamina II     Lamina III   Lamina IV  Lamina V     Lamina VI 
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4.6 Statistische Auswertung Die Immunreaktivität wurde anhand der Fläche berechnet. Die Fläche hat in voran-gegangenen Arbeiten als relevanter Auswertungsparameter gedient. Die gewonne-nen Ergebnisse wurden mithilfe des Programmes SPSS (Version 13.0 und 15.0 für Windows) statistisch ausgewertet. Mittels Mann-Whitney-Test wurden die beiden ex-perimentellen Gruppen hinsichtlich der Effekte einer Betamethasonbehandlung ge-prüft. Die Signifikanzprüfung erfolgte bei zweiseitiger Fragestellung. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 wurde als Signifikanzniveau festgelegt. Alle Ergebnisse sind als Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwerts wiedergegeben.    
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5 Ergebnisse  5.1 Betamethasoneffekte auf die synaptische Dichte Die immunhistochemische Verteilung von Synaptophysin erscheint lichtmikrosko-pisch als granuläres Muster auf den Neuronen und im Neuropil und ist zum Zeitpunkt 0,73 der Trächtigkeitsdauer im gesamten Cortex cerebri weit verbreitet (Abb. 4). Betamethason verminderte die Fläche der Synaptophysin-Immunreaktivität der La-mina II/III um 41,5% (p<0,001, Abb. 4 und 5). In den Lamina V/VI sank bei den mit Betamethason behandelten Tieren die Fläche der Synaptophysin-Immunreaktivität um 37,6% (p<0,01, Abb. 4 und 5). Details hierzu zeigt die Tabelle 4.    Lamina II/III BA   Lamina V/VI A B  Abb. 4 Repräsentative mikroskopische Aufnahmen der immunhistochemischen Verteilung von Synaptophysin (braune Präzipitate) im frontalen Cortex (Lamina II/III, Lamina V/VI) in Kontrollfeten (A) und in Betamethason-behandelten Feten (B) zum Zeitpunkt 0,73 der Träch-tigkeitsdauer. (Vergrößerung 40fach, Abbildungsmaßstab 100µm). Beachten Sie die vermin-derte Fläche der Synaptophysin-Immunreaktivität nach Betamethasonbehandlung. 
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           Lamina II/III                                                           Lamina V/VI ***Fläche Syn-IR (x10-2 /mm2 ) 0246  BetamethasonKontrolle Fläche Syn-IR (x10-2 /mm2 ) 012345  BetamethasonKontrolle **  Abb. 5 Fläche der Synaptophysin-Immunreaktivität im frontalen Cortex (Lamina II/III, Lamina V/VI) der Kontrollfeten (n=10) und Betamethason-behandelten Feten (n=7) zum Zeitpunkt 0,73 der Trächtigkeitsdauer. **p<0,01, *** p<0,001.    Tab. 4 Synaptophysin-Immunreaktivität (Syn-IR) und Betamethason (BM)-Effekte im fetalen Schafsgehirn  Fläche Syn-IR (mm2*10-2) Kontrolle BM Lamina II/III 4,01 ± 0,15 2,34 ± 0,21***  Lamina V/VI 3,54 ± 0,14 2,21 ± 0,28**  Angegeben ist die Fläche der Syn-IR durch den Mittelwert ± SEM der Kontrollfeten und der Betamethason-behandelten Feten nach einer einmaligen Betamethasonbehandlung zum Zeitpunkt 0,73 der Trächtigkeitsdauer. ** p<0,01, *** p<0,001                
                                                                                                                               Ergebnisse 
39  
5.2 Betamethasoneffekte auf das serotonerge System 5.2.1Expression von 5HT5A-Rezeptoren  Zum Zeitpunkt 0,73 der Trächtigkeitsdauer ließen sich 5HT5A-Rezeptoren immunhistochemisch im Gehirn von Schaffeten in allen untersuchten Strukturen nachweisen. Die Immunmarkierung von 5HT5A-Rezeptoren erschien als granuläre Partikel in Zellsomata der Neuronen und den Dendriten und war im gesamten Gehirn weit verbreitet (Abb. 6, 8, 10, 12, 14). In den 5HT5A-Rezeptor-positiven Neuronen traten die Zellsomata stärker hervor als die neuronalen Fortsätze. Betamethason führte zu keinen signifikanten Änderungen der Immunreaktivität in den untersuchten Hirnregionen (frontaler Cortex, Nucleus suprachiasmaticus, Locus coeruleus, Nucleus paraventricularis, Nuclei pontis, Abb. 6 - 15, Tab. 5). Die ausgeprägteste Immunreaktivität von 5HT5A-Rezeptoren zeigte sich im Nucleus suprachiasmaticus (Nucleus suprachiasmaticus > Nuclei pontis > Nucleus paraventricularis > Lamina II/III > Lamina V/VI > Locus ceoruleus).                      5HT5A-Rezeptoren im frontalen Cortex  Lamina II/III A B         
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 Lamina V/VI A B  Abb. 6 Repräsentative mikroskopische Aufnahmen der immunhistochemischen Verteilung von 5HT5A-R (braune Präzipitate) im frontalen Cortex (Lamina II/III, Lamina V/VI) in Kontroll-feten (A) und in Betamethason-behandelten Feten (B) zum Zeitpunkt 0,73 der Trächtigkeits-dauer. (Vergrößerung 40fach, Abbildungsmaßstab 100µm).             Lamina II/III                                                            Lamina V/VI Fläche 5HT5A-R-IR (x10-2 /mm2 ) Kontrolle Betamethason012345   Betamethason 012345 Kontrolle   BetamethasonFläche 5HT5A-R-IR (x10-2 /mm2 )  Abb. 7 Fläche der 5HT5A-R-Immunreaktivität im frontalen Cortex (Lamina II/III, Lamina V/VI) der Kontrollfeten (n=10) und Betamethason-behandelten Feten (n=7) zum Zeitpunkt 0,73 der Trächtigkeitsdauer.                     
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5HT5A-Rezeptoren im Nucleus suprachiasmaticus   A B   Abb. 8 Repräsentative mikroskopische Aufnahmen der immunhistochemischen Verteilung von 5HT5A-R (braune Präzipitate) im Nucleus suprachiasmaticus in Kontrollfeten (A) und in Betamethason-behandelten Feten (B) zum Zeitpunkt 0,73 der Trächtigkeitsdauer. (Vergröße-rung 40fach, Abbildungsmaßstab 100µm).   02468 Kontrolle BetamethasonFläche 5HT5A-R-IR (x10-2 /mm2 )  Abb. 9 Fläche der 5HT5A-R-Immunreaktivität im Nucleus suprachiasmaticus der Kontrollfe-ten (n=10) und Bethametason-behandelten Feten (n=7) zum Zeitpunkt 0,73 der Trächtig-keitsdauer.           
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5HT5A-Rezeptoren im Locus coeruleus   A B  Abb. 10 Repräsentative mikroskopische Aufnahmen der immunhistochemischen Verteilung von 5HT5A-R (braune Präzipitate) im Locus coeruleus in Kontrollfeten (A) und in Betamethason-behandelten Feten (B) zum Zeitpunkt 0,73 der Trächtigkeitsdauer. (Vergröße-rung 40fach, Abbildungsmaßstab 100µm).   Kontrolle01234 BetamethasonFläche 5HT5A-R-IR (x10-2 /mm2 )  Abb. 11 Fläche der 5HT5A-R-Immunreaktivität im Locus coeruleus der Kontrollfeten (n=10) und Betamethason-behandelten Feten (n=7) zum Zeitpunkt 0,73 der Trächtigkeitsdauer.           
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5HT5A-Rezeptoren im Nucleus paraventricularis  A B  Abb. 12 Repräsentative mikroskopische Aufnahmen der immunhistochemischen Verteilung von 5HT5A-R (braune Präzipitate) im Nucleus paraventricularis in Kontrollfeten (A) und in Betamethason-behandelten Feten (B) zum Zeitpunkt 0,73 der Trächtigkeitsdauer. (Vergröße-rung 40fach, Abbildungsmaßstab 100µm).   0246  Kontrolle   BetamethasonFläche 5HT5A-R-IR (x10-2 /mm2 )  Abb. 13 Fläche der 5HT5A-R-Immunreaktivität im Nucleus paraventricularis der Kontrollfeten (n=10) und Betamethason-behandelten Feten (n=7) zum Zeitpunkt 0,73 der Trächtigkeits-dauer.   
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5HT5A-Rezeptoren in den Nuclei pontis A B  Abb. 14 Repräsentative mikroskopische Aufnahmen der immunhistochemischen Verteilung von 5HT5A-R (braune Präzipitate) in den Nuclei pontis in Kontrollfeten (A) und in Betamethason-behandelten Feten (B) zum Zeitpunkt 0,73 der Trächtigkeitsdauer. (Vergröße-rung 40fach, Abbildungsmaßstab 100µm).  0246810      Kontrolle    BetamethasonFläche 5HT5AR-IR (x10-2 /mm2 )  Abb. 15 Fläche der 5HT5A-R-Immunreaktivität in den Nuclei pontis der Kontrollfen (n=10) und Betamethason-behandelten Feten (n=7) zum Zeitpunkt 0,73 der Trächtigkeitsdauer.    Tab. 5 5HT5A-Rezeptor-Immunreaktivität (5HT5A-R-IR) und Betamethason (BM)-Effekte im fetalen Schafsgehirn.   Fläche 5HT5A-IR (mm2*10-2) Kontrolle BM Lamina II/III 3,40 ± 0,36 2,82 ± 0,26  Lamina V/VI 2,94 ± 0,22 3,03 ± 0,29  SCN 7,01 ± 0,58 5,51 ± 1,11  LC 2,49 ± 0,48 3,11 ± 0,34  PVN 4,21 ± 0,72 2,85 ± 0,58  PN 6,65 ± 0,62 5,49 ± 0,53  Angegeben ist die Fläche der 5HT5A-R-IR durch den Mittelwert ± SEM der Kontrollfeten und der Betamethason-behandelten Feten nach einer einmaligen Betamethasonbehandlung zum Zeitpunkt 0,73 der Trächtigkeitsdauer. SCN - Nucleus suprachiasmaticus, LC - Locus coeruleus, PVN - Nucleus paraventricularis, PN - Nuclei pontis 
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5.2.2 Expression von 5HT7-Rezeptoren  Zum Zeitpunkt 0,73 der Trächtigkeitsdauer ließen sich 5HT7-Rezeptoren immunhistochemisch im Gehirn von Schaffeten in allen untersuchten Strukturen nachweisen. Die Immunmarkierung von 5HT7-Rezeptoren erschien als granuläre Partikel in Zellsomata der Neuronen und den Dendriten und war im gesamten Gehirn weit verbreitet (Abb. 16, 18, 20, 22, 24). In den 5HT7-Rezeptor-positiven Neuronen traten die Zellsomata stärker hervor als die neuronalen Fortsätze. In der vorliegenden Arbeit ließ sich die ausgeprägteste Fläche der 5HT7-Rezeptor-Immunreaktivität in den Nuclei pontis und im Nucleus suprachiasmaticus nachweisen (Nuclei pontis > Nucleus suprachiasmaticus > Locus coeruleus > Nucleus paraventricularis > Lamina II/III > Lamina V/VI).   5HT7-Rezeptoren im frontalen Cortex Es konnte kein Einfluss auf die 5HT57-Rezeptor-IR durch eine einmalige Gabe von Betamethason im Cortex nachgewiesen werden (Abb. 16 und 17).  Lamina II/III A B   
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 Lamina V/VI A B  Abb. 16 Repräsentative mikroskopische Aufnahmen der immunhistochemischen Verteilung von 5HT7-R (braune Präzipitate) im frontalen Cortex (Lamina II/III, Lamina V/VI) in Kontroll-feten (A) und in Betamethason-behandelten Feten (B) zum Zeitpunkt 0,73 der Trächtigkeits-dauer. (Vergrößerung 40fach, Abbildungsmaßstab 100µm).              Lamina II/III                                                                   Lamina V/VI 01234      Kontrolle    BetamethasonFläche 5HT7-R-IR (x10-2 /mm2 ) 0123 Kontrolle  BetamethasonFläche 5HT7-R-IR (x10-2 /mm2 )  Abb. 17 Fläche 5HT7-R-Immunreaktivität im frontalen Cortex (Lamina II/III, Lamina V/VI) der Kontrollfeten (n=10) und Betamethason-behandelten Feten (n=7) zum Zeitpunkt 0,73 der Trächtigkeitsdauer.  
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5HT7-Rezeptoren im Nucleus suprachiasmaticus  Betamethason reduzierte die Fläche der 5HT7-Rezeptoren im Nucleus suprachiasmaticus um 42% (p<0,05, Abb. 18 und 19).  A B  Abb. 18 Repräsentative mikroskopische Aufnahmen der immunhistochemischen Verteilung von 5HT7-R (braune Präzipitate) im Nucleus suprachiasmaticus in Kontrollfeten (A) und in Betamethason-behandelten Feten (B) zum Zeitpunkt 0,73 der Trächtigkeitsdauer. (Vergröße-rung 40fach, Abbildungsmaßstab 100µm). Beachten Sie die verminderte Fläche der 5HT7-R-Immunreaktivität nach Bethamethasonbehandlung.   0246810      Kontrolle    BetamethasonFläche 5HT7-R-IR (x10-2 /mm2 )  Abb. 19 Fläche der 5HT7-R-Immunreaktivität im Nucleus suprachiasmaticus der Kontrollfe-ten (n=10) und Betamethason-behandelten Feten (n=7) zum Zeitpunkt 0,73 der Trächtig-keitsdauer. * p<0,05.         
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5HT7-Rezeptoren im Locus coeruleus  Betamethason verminderte die Fläche der 5HT7-R-IR um 34,3% (p<0,05, Abb. 20 und 21).  A B  Abb. 20 Repräsentative mikroskopische Aufnahmen der immunhistochemischen Verteilung von 5HT7-R (braune Präzipitate) im Locus coeruleus in Kontrollfeten (A) und in Betamethason-behandelten Feten (B) zum Zeitpunkt 0,73 der Trächtigkeitsdauer. (Vergröße-rung 40fach, Abbildungsmaßstab 100µm). Beachten Sie die verminderte Fläche der 5HT7-Rezeptor-Immunreaktivität nach Betamethasonbehandlung.    0246   Kontrolle    BetamethasonFläche 5HT7-R-IR (x10-2 /mm2 ) *  Abb. 21 Fläche der 5HT7-R-Immunreaktivität im Nucleus coeruleus der Kontrollfeten (n=10) und Betamethason-behandelten Feten (n=7) zum Zeitpunkt 0,73 der Trächtigkeitsdauer. * p<0,05.     
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5HT7-Rezeptoren im Nucleus paraventricularis Unter Betamethason erhöhte sich die Fläche der 5HT7-R-IR tendenziell im Vergleich zu den Kontrollfeten (Abb. 22 und 23).   A B  Abb. 22 Repräsentative mikroskopische Aufnahmen der immunhistochemischen Verteilung von 5HT7-R (braune Präzipitate) im Nucleus paraventricularis in Kontrollfeten (A) und in Betamethason-behandelten Feten (B) zum Zeitpunkt 0,73 der Trächtigkeitsdauer. (Vergröße-rung 40fach, Abbildungsmaßstab 100µm).   02468   Kontrolle    BetamethasonFläche 5HT7-R-IR (x10-2 /mm2 )  Abb. 23 Fläche der 5HT7-R-Immunreaktivität im Nucleus paraventricularis der Kontrollfeten (n=10) und Betamethason-behandelten Feten (n=7) zum Zeitpunkt 0,73 der Trächtigkeits-dauer.           
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5HT7-Rezeptoren in den Nuclei pontis Eine einmalige Betamethasonbehandlung veränderte die immunhistochemische Ver-teilung von 5HT7-R in den Nuclei pontis nicht (Abb. 24 und 25).   A B   Abb. 24 Repräsentative mikroskopische Aufnahmen der immunhistochemischen Verteilung von 5HT7-R (braune Präzipitate) in den Nuclei pontis in Kontrollfeten (A) und in Betamethason-behandelten Feten (B) zum Zeitpunkt 0,73 der Trächtigkeitsdauer. (Vergröße-rung 40fach,  Abbildungsmaßstab 100µm).   0246810       Kontrolle    BetamethasonFläche 5HT7-R-IR (x10-2 /mm2 )  Abb. 25 Fläche der 5HT7-R-Immunreaktivität in den Nuclei pontis der Kontrollfeten (n=10) und Betamethason-behandelten Feten (n=7) zum Zeitpunkt 0,73 der Trächtigkeitsdauer.   Damit führte Betamethason zu einer Reduktion von Rezeptoren im Nucleus suprachiasmaticus und Locus coeruleus, aber nicht im frontalen Cortex, Nucleus paraventricularis und in den Nuclei pontis (Tab.6).      
                                                                                                                               Ergebnisse 
51  
 Tab. 6 5HT7-Rezeptor-Immunreaktivität (5HT7-R-IR) und Betamethason (BM)-Effekte im fetalen Schafsgehirn  Fläche 5HT7-IR (mm2*10-2) Kontrolle BM Lamina II/III 2,71 ± 0,24 2,59 ± 0,19  Lamina V/VI 1,89 ± 0,15 1,47 ± 0,17  SCN 8,31 ± 0,76 4,86 ± 0,22*  LC 4,93 ± 0,32 3,24 ± 0,36*  PVN 4,58 ± 0,53 6,17 ± 0,61  PN 8,42 ± 0,27 8,04 ± 0,44  Angegeben ist die Fläche der 5HT7-R-IR durch den Mittelwert ± SEM der Kontrollfeten und der Betamethason-behandelten Feten nach einer einmaligen Betamethasonbehandlung zum Zeitpunkt 0,73 der Trächtigkeitsdauer. SCN - Nucleus suprachiasmaticus, LC - Locus coeruleus, PVN - Nucleus paraventricularis, PN - Nuclei pontis. *p<0,05.  
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6 Diskussion  6.1 Diskussion von Material und Methoden 6.1.1 Das Tiermodell In der vorliegenden experimentellen Untersuchung wurde das Schaf als Tiermodell genutzt. Einerseits bewährte sich das Schaf als Versuchstier schon in vorangegan-gen Studien zur Klärung der Wirkung der Glukokortikoide auf das fetale Gehirn sowie im Hinblick auf physiologische und pathophysiologische Fragestellungen in Bezug auf die fetale Entwicklung des Menschen (Ruckebusch 1972, Clewlow et al. 1983), andererseits nutzten wir es um an bereits vorhandene Forschungsergebnisse an-knüpfen zu können (Schwab et al. 2000, Antononw-Schlorke 2001, Groh 2008). Die ersten Studien im Hinblick auf die pränatale Anwendung von Glukokortikoiden wur-den von Mount Liggins zur Beschleunigung der Lungenreifung beim Schaf durchge-führt (Liggins 1969). Die positiven Beobachtungen führten dann zur Etablierung des Tiermodels bezüglich der perinatalen Glukokortikoidtherapie und fanden Anwendung beim Menschen bei einer drohenden Frühgeburt zur Induktion der Lungenreifung (Liggins & Howie 1972).  Da der Ablauf der intrauterinen Entwicklung des Schaffeten der menschlichen intrau-terinen Entwicklung, insbesondere der Hirnreifung, ähnelt, können wissenschaftliche Ergebnisse zum Teil auch auf den Menschen übertragen werden (Astom 1967, Dobbing & Sands 1979). Insbesondere die HHN-Achse reift beim fetalen Schaf wie beim Menschen im letzten Trimester (Challis und Brooks 1989). Zu beachten ist je-doch, dass beim Schaf die Reifung des Gehirns tendenziell früher einsetzt im Ver-gleich zum Menschen, so dass das Gehirn des Schafs zur Geburt etwas reifer ist (Astom 1967, Dobbing & Sands 1979). Um eine vergleichende objektive Auswertung zu erhalten, wurden die Mutterschafe terminiert verpaart und in einem Tierstall mit einem festen zirkadianem Rhythmus bei 14 Stunden Helligkeit, 10 Stunden Dunkelheit und regelmäßiger Fütterung, da die zirkadiane Rhythmik auch von der Fütterung abhängig ist (Simonetta 1991), gehalten. Diese Maßnahmen erfolgten, damit die im Vordergrund stehende durchgeführte Glukokortikoidtherapie und ihr Einfluss auf das fetale Gehirn untersucht werden konnte, unter Ausblendung äußerer Umwelteinflüsse, welche Stress auf das Mutter-tier ausüben könnten. Weiterhin ist darauf hinzuweisen, dass beim Schaf Einlings- oder Zwillingsträchtigkeiten vorherrschen im Gegensatz zum Menschen, bei welchem 
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Zwillingsgeburten eher die Seltenheit sind. In der vorliegenden Arbeit waren 3 Zwil-lingspaare von den insgesamt 10 Feten festzustellen. Bei Zwillingsschwangerschaf-ten sind die Nachkommen meistens kleiner und haben einen geringeren Körperum-fang (Buckler und Green 2004, Bloomfield et al. 2007). In Untersuchungen am Schaf zeigten sich etwa gleiche ACTH-Konzentrationen im fetalen Blut in Ein- und Zwillin-gen (Rumball et al. 2008). Die Kortisolkonzentration war zum untersuchten Zeitpunkt (132. Trächtigkeitstag) bei Zwillingen jedoch niedriger (Rumball et al. 2008), was da-ran liegen kann, dass die Kortisolfreisetzung bei Einlingen am 128. Trächtigkeitstag beginnt und bei Zwillingen am 135. Trächtigkeitstag des Schafes (Edwards und McMillen 2002). Im Alter von 10 Monaten ließen sich in den untersuchten Schafen jedoch keine signifikanten Unterschiede in der ACTH- und Kortisolkonzentration bei Ein- und Zwillingen finden; die zur Geburt leichteren Zwillingsfeten zeigten eine ten-denziell verminderte ACTH- und Kortisolkonzentration (Bloomfield et al. 2007). Auf-grund dieser Ergebnisse erfolgte in der vorliegenden Arbeit keine Differenzierung zwischen Ein- und Zwillingen, zumal die Untersuchungen an den Feten deutlich vor der fetalen Kortisolsezernierung stattfanden. Zudem waren sowohl in der behandel-ten als auch in der Kontrollgruppe Zwillinge, so dass ein entstehender Fehler syste-matisch beide Gruppen gleichmäßig betrifft.   6.1.2 Applikation von Betamethason In unserem Experiment wurden 7 Schaffeten einer maternalen intramuskulären prä-natalen Betamethasonapplikation unterzogen. Dabei wurde Betamethason (Betamethason-Phosphat, Celestan solubile Essex, München, Deutschland) in einer Dosierung von 110µl/kg zweimal im Abstand von 24 Stunden am 106. und 107. Gestationstag maternal i.m. appliziert. Eine gewichtsadaptierte Dosierung von 110µl/kg beim Schaf entspricht einer Betamethasongabe von 2x8mg bei einem an-genommenen Gewicht von 70kg der Schwangeren nach den Leitlinien der NIH (Na-tional Institutes of Health 2000) und der DGGG (Deutsche Gesellschaft für Gynäko-logie und Geburtshilfe 2008) bei drohenden Frühgeburten zur Induktion der Lungen-reifung. Im Normalfall wird nur ein Behandlungszyklus mit 2x8mg Betamethason (DGGG 2008), wie in der vorliegenden Arbeit verwendet, angestrebt, da die Breite der Nebenwirkungen der Glukokortikoide nicht zu vernachlässigen ist (Haram 2003). 
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In der vorliegenden Arbeit wurde eine maternale intramuskuläre Applikation favori-siert, da diese der Klinik entspricht und Vergleiche mit bereits vorhandenen Ergeb-nissen nach einer fetalen Applikation von Betamethason in Bezug auf Effekte auf das neuronale Netzwerk vorgenommen werden können (Antonow-Schlorke et al. 2001, Colberg et al. 2004). Synthetische Glukokortikoide kommen im Vergleich zu endogenen Glukokortikoiden aufgrund ihrer hohen Wirksamkeit und ihrer längeren Wirkungsdauer sowie aufgrund ihrer niedrigen Affinität zu den Mineralglukokortikoidrezeptoren zur klinischen An-wendung (Grossmann et al. 2004, Sloboda et al. 2005). Dabei können sowohl Betamethason als auch Dexamethason leicht die Plazentaschranke penetrieren, da die 11ß-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ 2 (11ß-HSD2) der Plazenta eine niedri-ge Affinität zu den synthetischen Glukokortikoiden aufweist (Blanford et al. 1977, An-derson 1979, Roberts et al. 2006). Die 11ß-HSD2 inaktiviert ca. 80 - 90% des mütter-lichen Kortisols in der Plazenta (Welberg et al. 2011, Seckl 2004, Sloboda et al. 2005, Benediktsson 1997, Shams 1998, Burton et al. 1999), damit keine extrem hohen Kor-tisol-Konzentrationen die Entwicklung des Fetus beeinflussen, welcher bis kurz vor dem Ende der Schwangerschaft nicht selbst in der Lage ist Kortisol zu produzieren (Challis 1989). In den internationalen und deutschen Leitlinien werden sowohl Betamethason als auch Dexamethason zur Förderung der Lungenreifung empfohlen. Betamethason und Dexamethason weisen bis auf eine Methylgruppe in Position 16 eine ähnliche chemische Struktur auf und sind in ihrer Effektivität vergleichbar (The Neonatal Formulary 2006). Unklar ist jedoch bis heute, ob entweder Betamethason oder Dexamethason die bessere Substanz ist, da die Ergebnisse der bisherigen klinischen Studien nicht einheitlich sind, so dass es in den Kliniken vermutlich unterschiedliche Behandlungsansätze gibt. Die Arbeitsgruppe um Brownfoot konnte keine signifikan-ten Unterschiede in der Therapie mit Betamethason oder Dexamethason im Hinblick auf das Auftreten des neonatalen Atemnotsyndroms, schweren Hirnblutungen, peri-nataler Mortalität oder in Bezug auf das Geburtsgewicht belegen (Brownfoot et al. 2008). Die experimentelle Arbeitsgruppe um Derks konnte am fetalen Schaf nach pränataler Betamethason- bzw. Dexamethasonbehandlung eine ähnliche Wirkung der beiden Substanzen auf das kardiovaskuläre System (Erhöhung des Blutdruckes beim fetalen Schaf) und auf die elektrokortikale Aktivität nachweisen (Derks et al. 1997). In späteren Arbeiten ließ sich unter Dexamethason im Vergleich zur 
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Betamethasongabe ein geringeres Risiko gegenüber intraventrikulären Blutungen beweisen (Brownfoot 2013). Wir haben Betamethason eingesetzt, da in klinischen Untersuchungen diese Sub-stanz im direkten Vergleich mit Dexamethason zu einem besseren neurologischen Outcome, zu einem verminderten Risiko eines eingeschränkten Hörvermögens und zu einem geringeren Risiko einer neonatalen Mortalität beim Menschen führt (Lee et al. 2008). Betamethason wird in zwei verschiedenen chemischen Verbindungen als Medika-ment empfohlen, zum Einen ist es als Betamethason-Phosphat erhältlich, zum Ande-ren als Betamethason-Acetat. Die biologische Halbwertszeit von Betamethasonphosphat beträgt 36 - 54 Stunden und wird schnell intramuskulär ab-sorbiert (Sloboda et al. 2005). Betamethason-Acetat hat eine längere Halbwertszeit, da es durch den in Kristallform suspendierten schwerlöslichen Ester langsamer im Körper gelöst wird (Fachinformation zu Celestan®). Beide Betamethasonverbindungen werden kombiniert im Präparat (Celestan®) eingesetzt, um einen maximalen Effekt zu erhalten (Sloboda et al. 2005). Wir haben ebenfalls das Kombinationspräparat Celestan® angewendet.   6.1.3 Immunhistochemische Färbetechniken Nach der Ovulation, welche durch ein standardisiertes Verfahren unabhängig von Jahres- und Paarungszeit ausgelöst wurde, wurde der Fetus exakt am 112. Trächtig-keitstages (0,73 der Trächtigkeitsdauer) durch Sectio caesarea entwickelt. Damit ist eine Vergleichbarkeit der behandelten Tiere gewährleistet. Nach Gewinnung des fe-talen Gehirns nach Freipräparieren, welches nur 1 - 2 Minuten dauerte, wurde dieses sofort mit einer gepufferten 4%igen Paraformaldehydlösung fixiert und anschließend in einem 2%igen Paraformaldehyd-verdünnten Fixativ bei 4°C für eine Woche belas-sen. Durch die schnelle Fixierung wurden biochemische Veränderungen weitestge-hend verhindert und somit die Autolyse gestoppt und das Präparat dauerhaft haltbar gemacht. Die Fixierung ist ein Routineverfahren in der Neuropathologie und ermög-licht einen sehr guten Erhalt des Gewebes. Die daraufhin erfolgte Paraffineinbettung erlaubt im Gegensatz zu Gefrierschnitten das Anfertigen von dünnen Schnitten in hoher Qualität, da die Strukturerhaltung im Vergleich zu Gefrierschnitten deutlich besser ist. Es wurden 6µm dünne Schnitte angefertigt, um lichtmikroskopische adä-
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quate Aussagen zu der Immunmarkierung der angefärbten Rezeptoren in den aus-gewählten Hirnregionen ohne Überlagerungen durch zu viel Umgebungsgewebe zu erlangen.  Die Antigenität der Schnitte war gut, so dass die unten genannten immunhistochemischen Färbungen eine gute Färbequalität aufwiesen. Immunhistochemische Färbemethoden haben sich seit vielen Jahren zum Antigen-nachweis in unterschiedlichen Geweben etabliert (Sternberger et al. 1970) und sind ein häufig angewandtes Verfahren. Dabei wird sich die Antigen-Antikörper-Reaktion zu Nutze gemacht. Durch die Spezifität von Antikörpern mit bestimmten Antigenen in vivo oder unter Laborbedingungen einen Immunkomplex zu bilden, ist es möglich die entstandenen Präzipitate mittels Färbetechnik sichtbar zu machen und deren Vertei-lung zu dokumentieren. Besonders die ABC-Färbetechnik hat sich aufgrund ihrer ho-hen Sensitivität, bedingt durch die Verstärkung des Antigen-Antikörper-Komplexes durch den Biotin-Avidin-Komplex, gegenüber den direkten und indirekten Färbeme-thoden bewährt (Noll und Schaub-Kuehnen 2000).  In der vorliegenden Arbeit wurde die ABC-Methode am fetalen Schafsgehirn durch-geführt, um die serotonergen Rezeptoren 5HT5A und 5HT7 sowie Synaptophysin darzustellen. Synaptophysin ist in ca. 95% aller neokortikalen Synapsen im Vertebratengehirn nachweisbar (Wiedenmann et al. 1985, Leclerc et al. 1989) und befindet sich bevorzugt in den kleinen synaptischen Vesikeln vom Typ I und Typ II (Leclerc et al. 1989, Masliah et al. 1990). Damit eignet sich Synaptophysin, welches ein Ca2+-bindendes Membranglykoprotein der präsynptischen Vesikel ist (Rehm et al. 1986), als Marker für die Synaptogenese.  Für die untersuchten serotonergen Rezeptoren wirken die verwendeten monoklona-len Antikörper sehr spezifisch und verhindern dadurch eine Anfärbung anderer serotonerger Rezeptoren, welche die Auswertung verfälschen könnten. Mittels Immunhistochemie wird die Verteilung der serotonergen Rezeptoren in den Neuro-nen und Dendriten der untersuchten Hirnstrukturen nachgewiesen, welche sich als braunes granuläres Muster manifestieren und sich gut darstellen ließen. Die durchge-führten Färbungen waren von guter Qualität ohne signifikante Artefakte wie Verun-reinigungen oder Gewebeschädigungen. Vorteile der Immunhistochemie liegen in der standardisierten Anwendbarkeit, einer hohen räumlichen Auflösung sowie in einer hohen Reproduzierbarkeit. Ein Nachteil der Immunhistochemie ist, dass es sich hierbei um ein semiquantitatives Verfahren 
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handelt. Dieses gestattet den Vergleich relativer Werte, welche für die untersuchte Fragestellung eines Vergleichs zwischen experimentellen Gruppen, hier die Beurtei-lung von Betamethasoneffekten, ausreichend ist. Es wird hierbei nicht die absolute Proteinmenge ermittelt, sondern mithilfe der Immunmarkierungsintensität die Prote-inexpression. Mögliche Fehlerquellen wurden minimiert durch exakte Einhaltung des experimentel-len Färbeprotokolls mit standardisierter Schnittdicke der histologischen Präparate, Verwendung von Reinstchemikalien, sauberes Arbeiten und Verwendung von Nega-tivkontrollen bei der Immunmarkierung. Die Auswertung erfolgte in standardisierten anatomischen Regionen, welche wir mit-tels Referenzatlases des Schafgehirns aufsuchten. Die Mikroskop- und Kameraein-stellungen wurden bei allen Untersuchungen konstant gehalten. Zur Auswertung wurde die Fläche und nicht die optische Dichte genutzt, da sich die Fläche bereits in vorangegangenen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe als besseres Verfahren bewährt hat (Antonow-Schlorke et al. 2000, Colberg et al. 2004).   6.2 Diskussion der Ergebnisse 6.2.1 Betamethasoneffekte auf die Synaptophysin-Immunreaktivität Zum Zeitpunkt 0,73 der Trächtigkeitsdauer (112. Trächtigkeitstag) ließ sich Synaptophysin im frontalen Cortex der Kontroll- und Betamethasontiere nachweisen, wobei die Immunmarkierung von Synaptophysin lichtmikroskopisch als granuläres Muster erschien.  Es wurde der Einfluss einer pränatalen Betamethasongabe auf die synaptische Dich-te zu Beginn des 3. Trimesters untersucht, also vor Beginn der Reifung der HHN-Achse. Beim Schaf beginnt die HHN-Achse etwa am 120. Trächtigkeitstag (Trächtig-keitsdauer 150 Tage) zu reifen (Challis et al. 2001). Nach einer pränatalen maternalen intramuskulären Betamethasongabe in einer Dosis von 2x110µl/kg im Abstand von 24 Stunden, entspricht der klinisch angewandten Dosis von 2x8mg Betamethason bei einer 70kg schweren Schwangeren, zum Zeit-punkt 0,70 der Trächtigkeitsdauer (106. und 107. Trächtigkeitstag) fanden wir zum Zeitpunkt 0,73 der Trächtigkeitsdauer (112. Trächtigkeitstag von 150 Trächtigkeitsta-gen), dem Tag, an welchem die fetalen Gehirne gewonnen wurden, eine signifikant reduzierte Synaptophysin-Immunreaktivität in der Lamina II/III und Lamina V/VI des 
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frontalen Cortex im Vergleich zu den Kontrolltieren. Es wurde zum Vergleich zu frü-heren Arbeiten nur der frontale Cortex und nicht auch die weiße Substanz untersucht (Colberg 2017), da entsprechend der anatomischen Verteilung der Synapsen eine hohe Intensität von Synaptophysin in der grauen Substanz und weniger in der wei-ßen Substanz vorliegt (Colberg 2017).  Eine vorangegangene Studie von Frau Colberg am fetalen Schaf (Colberg 2017) zeigte in Korrelation mit den vorliegenden Ergebnissen ebenso akute Betamethasoneffekte auf die Synaptophysin-Immunreaktivität. So konnte zum Zeit-punkt 0,73 der Trächtigkeitsdauer (110. Trächtigkeitstag, entspricht der 28. SSW beim Menschen) unmittelbar nach einer fetalen kontinuierlichen Betamethasongabe in einer Dosierung von 3,3µg/kg/h über 48 Stunden (Flussrate von 1ml/h) eine signi-fikante Verminderung der Synaptophysin-Immunreaktivität im frontalen Cortex sowie zusätzlich im Striatum und der Ca1-Region des Hippocampus nachgewiesen werden (Colberg et al. 2004, Colberg 2017). Die Arbeit von Frau Colberg ergab weiterhin 24 Stunden nach Beendigung der kontinuierlichen fetalen Betamethasoninfusion eine Reversibilität der Verluste der Synaptophysin-Immunreaktivität in den genannten Hirnregionen. Eine Reversibilität der akuten Verluste der Synaptophysin-Immunreaktivität nach einer maternalen intramuskulären Betamethasongabe wurde hierbei nicht untersucht. Zudem erfolgten in der Arbeit von Frau Colberg Untersuchungen zu chronischen Ef-fekten einer mehrmalignen pränatalen maternalen intramuskulären Betamethasongabe am fetalen Schafsgehirn. Zum Zeitpunkt 0,70 der Trächtigkeits-dauer (104./105. Trächtigkeitstag) sowie zum Zeitpunkt 0,73 der Trächtigkeitsdauer (110/111. Trächtigkeitstag) wurde Betamethason maternal in einer klinisch ange-wandten Dosis von 2x110µg/kg intramuskulär appliziert. Zum Zeitpunkt 0,87 der Trächtigkeitsdauer (130. Trächtigkeitstag) wurden die fetalen Gehirne gewonnen. Mittels Immunhistochemie ergab sich nach einer mehrmaligen maternalen intramus-kulären Betamethasongabe keine Veränderung des Synaptophysingehaltes in den untersuchten Gruppen nach 20 Tagen (Colberg 2017). Im Gegensatz zu den ge-nannten Ergebnissen ließen sich in der vorliegenden Arbeit jedoch noch nach 6 Ta-gen Effekte einer maternalen Betamethasongabe auf die Synaptophysin-Immunreaktivität dokumentieren, so dass sich der Synaptophysingehalt nach einer maternalen Betamethasongabe offensichtlich in der Zeitspanne von 1 und 3 Wochen 
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nach Gabe erholt. Warum die Restitution des Synaptophysingehaltes schon 24 Stunden nach einer kontinuierlichen fetalen Betamethasoninfusion auftritt, ist unklar und liegt möglicherweise in der Pharmakodynamik begründet. Bei der kontinuierli-chen fetalen Gabe über 48 Stunden zeigt sich ein steady state der Betamethasonkonzentration im fetalen Blut von 4,92ng/ml bei einer Dosierung von 3,3µg/kg/h (unveröffentliche Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe). Die peak-Konzentration von Betamethason nach einer maternalen Applikation in der Dosie-rung von 2x110µg/kg i.m., entsprechend der klinischen Dosis von 2x8g Betamethason zur Förderung der Lungenreifung, war 9,3ng/ml im fetalen Blut und damit doppelt so hoch wie nach der fetalen kontinuierlichen Gabe. Nach der maternalen Applikation in dieser Dosierung ist die Konzentration 12 Stunden nach der Gabe noch deutlich höher im Vergleich zur steady-state-Konzentration nach einer fetalen kontinuierlichen Betamethasoninfusion von 3,3µg/kg/h (unveröffentliche Er-gebnisse unserer Arbeitsgruppe). Die höhere Betamethasonkonzentration im fetalen Blut nach einer maternalen Applikation könnte die länger anhaltende Wirkung auf die Synaptophysin-Immunreaktivität im fetalen Schafsgehirn im Vergleich zur fetalen kontinuierlichen Infusion von 3,3µg/kg/h erklären.   Diese genannten akuten Effekte von Betamethason auf die Synaptophysin-Immunreativität verdeutlichen, dass Betamethason eine wenn auch transiente Aus-wirkung auf die Synaptogenese haben kann. Die Ergebnisse der vorliegenden Unter-suchung passen zu den erhobenen Ergebnissen beim nichtmenschlichen Primaten und scheinen deshalb gut auf den Menschen übertragbar zu sein. Hierbei wurde zum Zeitpunkt 0,73 der Trächtigkeitsdauer (134. Trächtigkeitstag) Betamethason in 4 Do-sen von je 87,5µg/kg alle 12 Stunden maternal intramuskulär verabreicht, was einer klinischen Dosis von 2x12mg Betamethason entspricht. Die fetalen Gehirne wurden 12 Stunden nach der letzten Injektion gewonnen. Es zeigte sich ebenfalls eine signi-fikant reduzierte Synaptophysin-Immunreaktivität im frontalen Cortex (Antonow-Schlorke et al. 2003).  Der Verlust der synaptischen Dichte hat möglicherweise akute funktionelle Konse-quenzen und Auswirkungen auf die Erregungsweiterleitung bzw. kortikale Aktivierung, da sich bei Untersuchungen am fetalen Schaf 24 Stunden nach einer kontinuierlichen fetalen Betamethasongabe von 10µg/h über 48 Stunden eine transiente Reduktion elektrokortikaler Aktivität ergab, was Ausdruck für eine verminderte synaptische 
                                                                                                              Diskussion  
60  
Funktion darstellt (Schwab et al. 2001). Die EEG-Potentiale sind im Wesentlichen synaptische Summenpotentiale (Altwegg-Boussac et al. 2017).  Die signifikante Verminderung der synaptischen Dichte hat möglicherweise mehrere Ursachen. Möglich sind direkte Betamethasoneffekte auf die Expression von Synap-sen bzw. strukturelle Veränderungen am Synaptophysin selbst. Die Expression der Synapsen wird möglicherweise durch die katabole Wirkung von Betamethason im ZNS beeinflusst (Doyle et al. 1994, Tuor et al. 1997). Strukturelle Veränderungen am Synaptophysin können durch eine betamethasonbedingte verminderte Phosphorylie-rung durch eine Hemmung der Aktivität der Atmungskette hervorgerufen werden (Evans und Cousin 2005). Die verminderte Phosphorylierung kann somit zu Konformationsänderungen des Synaptophysins führen, wodurch sich Synaptophysin möglicherweise immunhistochemisch nicht darstellen lässt. Indirekte Effekte, welche die Synapsenzahlen beeinflussen könnten, könnten durch Betamethason hervorgerufene akute Verluste der Mikrotubuli-assoziierten Proteine (MAP) MAP1B und MAP2 sein (Schwab et al. 2001a, Antonow-Schlorke et al. 2003a), welche neuronale Zytoskelettproteine und wichtig für die Synaptogenese sind (Tu-cker 1990). Hierdurch könnte die Synaptogenese gestört werden und somit als ver-minderte synaptische Dichte erscheinen (Masliah et al. 1990). Auch andere Struktu-ren des ZNS werden in ihrer Reifung durch Betamethason beeinflusst, wie z. B. die Myelinisierung (Dunlop 1997, Weinstock 1997, 2001). Zum Zeitpunkt 0,7 der Träch-tigkeitsdauer des Schafs ist die Myelinisierung noch in der Entwicklung, welche zum Zeitpunkt 0,63 der Trächtigkeitsdauer beginnt (Antonow-Schlorke et al. 2009). Je-doch lässt sich eine Störung der Myelinisierung nicht in direkten Zusammenhang mit einer verminderten Synaptophysin-Immunreaktivität bringen. Inwieweit die Synaptophysinreduktion wirklich die Synaptogenese beeinflusst ist unklar, da die Reduktion von Synaptophysin nur transient (Colberg 2017) und die Synaptogenese ein länger andauernder Prozess ist (Holtmaat und Svoboda 2009). Es wird weiterhin vermutet, dass eine Wechselwirkung zwischen dem serotonergen System und der Synaptogenese besteht und das serotonerge System als ein Rei-fungsstimulus auf die Synaptogenese wirkt (Lauder 1990, Mazer et al. 1997, Yang et al. 2014, Millard et al. 2017, Wirth et al. 2017), was die folgend genannten Studien verdeutlichen sollen. Die serotonergen Neurone entstehen im anterioren und posterioren Hinterhirn schon früh während der Entwicklung zwischen der 5. und 6. 
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Gestationswoche beim Menschen (Cordes 2005). Eine Aktivierung von 5HT7-Rezeptoren mittels eines selektiven Serotoninagonistens zeigte im adulten Mausge-hirn eine beschleunigte Synaptogenese im Cortex sowie im Striatum (Speranza et al. 2017). Die Annahme weiter unterstützend, dass Serotonin als Reifungsstimulus auf die Synaptogenese wirkt, ergab sich an fetalen Zellkulturen des Hippocampus der Maus nach Applikation von 5HT1A-Agonisten eine deutlich gesteigerte Expression von Synapsen (Mogha et al. 2012). Im Gegensatz hierzu konnte in Untersuchungen unter einer verminderten Serotoninkonzentration im Gehirn eine verminderte Synaptogenese dargestellt werden (Lauder 1978). Hierbei stellte sich an fetalen Rat-tengehirnen mittels Audiographie nach einer maternalen Gabe von para-Chlorophenylalanin, was die Tryptophanhydroxylase hemmt, wodurch es zu einer verminderten Serotoninbildung kommt, eine verminderte Dichte von Synapsen im Hippocampus dar (Lauder 1978). Diese Ergebnisse konnten auch in einer später durchgeführten Untersuchung an fetalen Rattengehirnen in den Nuclei raphe nach einer maternalen Gabe von para-Chlorophenylalanin in der zweiten Hälfte der Träch-tigkeit bestätigt werden (Khozhai und Otellin 2012). Zusammenfassend gibt es mögli-cherweise mehrere Effekte, hervorgerufen durch die Betamethasongabe, welche die Synaptogenese stören können. Die Effekte einer pränatalen maternalen Applikation von Betamathason in der klinisch angewandten Dosis auf die Synaptogenese unter-stützen damit die Annahme, dass man die Indikation zur Betamethasonbehandlung unter Berücksichtigung der daraus resultierenden Nebenwirkungen streng stellen muss.    6.2.2 Verteilung der serotonergen Rezeptoren 5HT5A und 5HT7 im fetalen Gehirn In der vorliegenden Arbeit wurden die Serotoninrezeptoren 5HT5A und 5HT7 im feta-len Schafsgehirn mittels Immunhistochemie untersucht. Dabei wurden Hirnstrukturen ausgewählt, welche bei der Entwicklung des Verhaltens, bei der Entstehung von Verhaltensstörungen wie Depressionen sowie bei der Schlafgenerierung beteiligt sind. Neben dem frontalen Cortex (Lamina II/III und Lamina V/VI), Thalamus (Nucleus paraventricularis), Hypothalamus (Nucleus suprachiasmaticus), Locus coeruleus und den Nuclei pontis, welche in dieser Arbeit untersucht wurden, werden auch dem Hippocampus, den Basalganglien und der Amygdala eine bedeutende Rolle beim Auftreten von Verhaltensstörungen zugesprochen (Holsboer 2001, 
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Thobois et al. 2017, Wei et al. 2017). Bei der Generierung von Depressionen sind vorrangig die noradrenergen (vor allem im Locus coeruleus synthetisiert) und die serotonergen Transmittersysteme beteiligt (Bernard et al. 2010, Amare et al. 2017). Der Locus coeruleus ist zudem vor allem in die Generierung des NREM-Schlafes insbesondere durch noradrenerge Neurone, welche im Locus coeruleus lokalisiert sind, und auch anteilig durch serotonerge Neurone, involviert (Mallick et al. 2001, Khanday et al. 2016).  Zum Zeitpunkt 0,73 der Trächtigkeitsdauer ließen sich 5HT5A- und 5HT7-Rezeptoren in allen untersuchten fetalen Hirnstrukturen (frontaler Cortex, Nucleus suprachiasmaticus, Locus coeruleus, Nucleus paraventricularis und Nuclei pontis) mittels Immunhistochemie nachweisen. Damit korrelieren die Ergebnisse bezüglich des Vorhandenseins und der Lokalisation der 5HT5A-Rezeptoren (adulter Mensch: Pasqualetti et al. 1998, Grailhe et al. 2001, Cordes 2005, Volk et al. 2010, Maus: Nelson 2004, Thomas 2006) und der 5HT7-Rezeptoren (Ratte: Lovenberg 1993, Ruat 1993, Roth 1994, Gustafson 1996, Meerschwein: To et al. 1995, Hagan 2000, Thomas et al. 2002/2003/2004, Glass 2003, Hedlund 2004/2005/2009, Cordes 2005, Duncan und Franklin 2007, Belmarker 2008, fetales Meerschwein: Andrews et al. 2004) mit früher durchgeführten experimentellen Untersuchungen vor allem am adul-ten Gehirn. Im fetalen Gehirn des Menschen ließen sich 5HT2-Rezeptoren im Tha-lamus in der 21. SSW, 5HT1-und 5HT4-Rezeptoren in der 31./32. SSW mittels Immunhistochemie nachweisen (Wai et al. 2011). Meines Wissens nach gibt es keine Untersuchungen, die 5HT5A-Rezeptoren und nur wenige Studien, die 5HT7-Rezeptoren am fetalen Gehirn untersucht haben (Andrews et al. 2004). Die Arbeits-gruppe um Andrews wies 5HT7-Rezeptor-mRNA im Hippocampus, Nucleus paraventricularis und im frontalen Cortex des fetalen Meerschweinchens nach (An-drews et al. 2004).  5HT5A-Rezeptor-Immunreaktivität In der vorliegenden Arbeit zeigte sich die ausgeprägteste Immunreaktivität von 5HT5A-Rezeptoren im Nucleus suprachiasmaticus (Nucleus suprachiasmaticus > Nuclei pontis > Nucleus paraventricularis > Lamina II/III > Lamina V/VI > Locus ceoruleus). Die serotonergen Rezeptoren befinden sich überwiegend im Nucleus suprachiasmaticus möglicherweise aufgrund der Rolle des Serotonins in der zirka-dianen Rhythmik (Oporto et al. 2016), siehe hierzu Kapitel 2.3.2., jedoch auch auf-
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grund der Funktion bei Depression, Gedächtnisprozessen und Lernen (Thomas 2006). Die starke Expression der 5HT5A-Rezeptoren im Nucleus suprachiasmaticus spricht für die vorangeschrittene Reifung der 5HT5A-Rezeptoren in dieser Struktur.   5HT7-Rezeptor-Immunreaktivität In dieser Arbeit zeigte sich die ausgeprägteste Immunreaktivität der 5HT7-Rezeptoren in den Nuclei pontis und dem Nucleus suprachiasmaticus (Nuclei pontis > Nucleus suprachiasmaticus > Locus coeruleus > Nucleus paraventricularis > Lamina II/III > Lamina V/VI). Die hohe Expression in diesen Hirnstrukturen ist in Übereinstimmung mit Literatur an adulten Gehirnen (adulte Maus: Plassat 1993, adultes Meerschwein: To et al. 1995, adulte Ratte: Ruat et al. 1993, Shen et al. 1993, Waeber und Moskowitz 1995, Gustafson et al.1996, adulte Hamster: Duncan et al. 2007, adulter Mensch: Martin-Cora und Pazos 2004). In der Literatur finden sich da-rüber hinaus Angaben über hohe Konzentrationen von 5HT7-Rezeptoren in der Amygdala, Hippocampus, im Hirnstamm und in den Nuclei raphe (Lovenberg et al. 1993, To et al. 1995, Gustafson et al. 1996, Moyer und Kennaway 1999, Martin-Cora und Pazos 2004). Diese Regionen wurden durch mich jedoch nicht untersucht.   Die hohe Dichte der 5HT5A- und 5HT7-Rezeptoren im Nucleus suprachiasmaticus ist in Übereinstimmung mit der Rolle des serotonergen Systems, insbesondere des 5HT7-Rezeptors, bei der Regulation von Funktionen des Nucleus suprachiasmaticus (Ying und Rusak 1997, Ehlen et al. 2001) und damit der zirkadianen Rhythmik und zusätzlich des Verhaltens (Lovenberg 1993, Ruat 1993, Hagan 2000, Glass 2003, Thomas et al. 2003, Hedlund 2004, Bonaventure 2007). Dem 5HT7-Rezeptor wird zudem aufgrund seiner anatomischen Verbreitung im Gehirn eine bedeutende Rolle in der Entstehung von Depressionen zugesprochen (LeBon et al. 1997, Thomas et al. 2003, Hedlund 2009, Mnie-Filali et al. 2009). Es wurde somit in Übereinstimmung mit der Funktion des 5HT7-Rezeptors in der vorliegenden Arbeit eine hohe Dichte an 5HT7-Rezeptoren in Hirnstrukturen gefunden, welche in die Schlafgenerierung sowie bei der Entstehung von Depressionen einbezogen sind (Barnes und Sharp 1999, Martin-Cora und Pazos 2004).  Beim Menschen lässt sich in der 18. bis 30. SSW der Nucleus suprachiasmaticus als diskrete Struktur erkennen und ist in der 38. bis 42. SSW noch immer unreif, was sich in der unreifen zirkadianen Rhythmik der Babies widerspiegelt (Swaab et al. 
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1990). Beim fetalen Schaf ließ sich im letzten Trimester zum Zeitpunkt 0,9 der Träch-tigkeitsdauer (135. Trächtigkeitstag von einer Dauer von 150 Trächtigkeitstagen) eine neuronale Aktivität im Nucleus suprachiasmaticus erkennen (Constandil et al. 1990). Der Nucleus suprachiasmaticus kontrolliert mittels zirkadianer Oszillatoren die Schlafstadienlänge (Pace-Schott und Hobson 2002). Dabei wirkt Serotonin hemmend auf den Nucleus suprachiasmaticus (Meyer-Bernstein 1996).  Es gibt keine Daten zur Entwicklung des Locus coeruleus und Nuclei paraventricularis im fetalen Schaf. Beim Menschen ließ sich der Locus coeruleus um die 20. Schwangerschaftswoche mittels Immunhistochemie nachweisen (Zhang et al. 2015). Die Nuclei paraventricularis konnten durch immunhistochemische Färbeme-thoden in der 16. Schwangerschaftswoche beim Menschen identifiziert werden (Babović et al. 2004). Die Nuclei pontis ließen sich am fetalen Rattengehirn am 10. Trächtigkeitstag (Dauer 21 Trächtigkeitstage) nachweisen (Petkö et al. 1987), wobei hier darauf hingewiesen werden muss, dass Ratten postnatale Hirnentwickler sind (Semple et al. 2013).   6.2.3 Effekte einer pränatalen Betamethasontherapie auf die serotonergen Rezepto-ren 5HT5A und 5HT7 Nach einer pränatalen maternalen intramuskulären Betamethasonapplikation in einer Dosierung von 110µl/kg zweimal im Abstand von 24 Stunden zum Zeitpunkt 0,70 der Trächtigkeitsdauer (106. und 107. Trächtigkeitstag, Gesamtdauer 150 Trächtigkeits-tage) konnte zum Zeitpunkt 0,73 der Trächtigkeitsdauer (112. Trächtigkeitstag) keine Änderung der 5HT5A-Rezeptor-Immunreaktivität in den untersuchten Hirnregionen dokumentiert werden. Da sich keine Änderungen der 5HT5A-Rezeptor-Immunreaktivität nach Betamethasongabe ergaben, kann angenommen werden, dass akute Betamethasoneffekte kaum dauerhafte Veränderungen in der Funktion des serotonergen Systems, die potentiell zu Verhaltensstörungen und Depressionen im späteren Leben führen können, über diesen Rezeptor bewirken. Der überwiegend fehlende Betamethasoneffekt auf die 5HT5A-Rezeptoren in den untersuchten Hirn-strukturen (frontaler Cortex, Locus coeruleus, Nucleus suprachiasmaticus, Nucleus paraventricularis, Nuclei pontis) passt zu den fehlenden Betamethasoneffekten auf die Reifung des serotonerg vermittelten NREM-Schlafes (Groh 2008). 
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Die pränatale Betamethasongabe reduzierte die 5HT7-Rezeptor-Immunreaktiviät signifikant im Nucleus suprachiasmaticus und im Locus coeruleus. In den übrigen untersuchten Hirnregionen (frontaler Cortex, Nucleus paraventricularis, Nuclei pontis) ergaben sich keine Änderungen. Die geschilderte Verminderung der 5HT7-Rezeptordichte im Nucleus suprachiasmaticus und Locus coeruleus könnte mögli-cherweise Funktionsstörungen im serotonergen System hervorrufen, welche ursäch-lich sind für die Programmierung von Verhaltensstörungen, insbesondere depressiver Erkrankungen, was bereits an der Ratte und beim Menschen nachgewiesen werden konnte (Delbende et al. 1992, Welberg 2000, Seckl 2001, Weinstock 2001, Sloboda et al. 2005). Es ist natürlich nicht klar, ob die Verminderung der 5HT7-Rezeptorendichte transient ist oder während der Entwicklung wieder aufgeholt wird.  Nach einer pränatalen Betamethasonbehandlung sieht man eine Fragmentierung der Schlafstadien, welche möglicherweise auf die Effekte von Betamethason auf die 5HT7-Rezeptorimmunreaktivität und damit auf die serotonerge Aktivität im Nucleus suprachiasmaticus zurückzuführen sein könnten. Glukokortikoide führen zu einer vorzeitigen Entwicklung des REM-Schlafes, jedoch nicht des NREM-Schlafes, wel-cher serotonerg vermittelt ist (McCormick und Bal 1997, Pace-Schott 2002, Steriade 2005, Groh 2008). Für die fehlenden Glukokortikoideffekte auf den NREM-Schlaf spricht, dass kaum Effekte auf das serotonerge System im frontalen Cortex, Nucleus paraventricularis und Nuclei pontis, welche unter anderem an der Schlafgenerierung beteiligt sind, nachgewiesen werden konnten. Im Unterschied hierzu gibt es eine deutliche Suppression von Acetylcholinrezeptoren nach einer pränatalen Glukokortikoidbehandlung (unveröffentlichte Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe). Das cholinerge System ist verantwortlich für die Generierung des REM-Schlafes (McCormick und Bal 1997), was die Glukokortikoideffekte auf die REM-Schlafentwicklung erklären könnte (Groh 2008).   Es ist unklar, warum gerade Betamethasoneffekte auf die 5HT7-Rezeptoren im Nucleus suprachiasmaticus und den Locus coeruleus zu finden sind. Die wenigen Studien, die es gibt, zeigen, dass diese Hirnstrukturen zusammen mit den anderen untersuchten Hirnstrukturen (frontaler Cortex, Nucleus paraventricularis, Nuclei pontis), auf dessen 5HT7-Rezeptoren Betamethason keine Effekte hat, sich morpho-logisch zur gleichen Zeit entwickeln (siehe oben). Möglicherweise ist das serotonerge 
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System in den Strukturen, die einen Betamethasoneffekt auf 5HT7-Rezeptoren zei-gen, noch unreifer als die anderen Hirnstrukturen, die keinen Betamethasoneffekt auf die 5HT7-Rezeptoren zum Zeitpunkt der Betamethasonbehandlung zeigen. Unreife Hirnstrukturen sind wahrscheinlich empfindlich gegenüber Glukokortikoiden. Gegen die Unreife der Hirnstrukturen spricht jedoch, dass mehr 5HT7-Rezeptoren als 5HT5A-Rezeptoren in den untersuchten Strukturen gesehen wurden. Allerdings sagt die Zahl der Rezeptoren nichts über deren Reife und Funktionsfähigkeit aus. Hierzu wären Bindungsstudien notwendig. Möglich ist auch, dass die Strukturen, in denen die serotonergen Rezeptoren durch Betamethason supprimiert werden (Nucleus suprachiasmaticus, Locus coeruleus), mehr Glukokortikoidrezeptoren als die anderen untersuchten Hirnstrukturen (frontaler Cortex, Nucleus paraventricularis, Nuclei pontis) aufweisen. Hierzu fehlen jedoch noch Studien. Zudem ist unklar, inwieweit die Betamethasoneffekte auf die 5HT7-Rezeptor-Immunreaktivität im Nucleus suprachiasmaticus und im Locus coeruleus reversibel sind. Untersuchungen der Reversibilität wären wichtig, um die Involvierung in pro-grammierende Effekte auf das serotonerge System nachzuweisen. Langzeituntersu-chungen bezüglich der Reversibilität der reduzierten Rezeptor-Immunreaktivität nach Glukokortikoidtherapie liegen nicht vor. Möglich ist eine dauerhafte Störung der Rei-fung des serotonergen Systems durch Glukokortikoide. Es ist bereits bekannt, dass pränatal verabreichte Glukokortikoide beziehungsweise chronischer Stress in der Schwangerschaft zu einer Programmierung einer Hyperaktivität der HHN-Achse füh-ren können (Uno et al. 1994, Levitt et al. 1996, Bertram und Hanson 2002, Matthews 2002, Sloboda et al. 2002, Ising et al. 2005, Shoener et al. 2006, Wyrwoll und Holms 2011). Dadurch wird vermehrt Kortisol sezerniert (Rubin et al. 1987), was ein typi-sches Merkmal bei Patienten mit Depression ist (Carroll 1982, Young et al. 2001) und bis in das spätere Leben reichen kann. Das vermehrt sezernierte Kortisol supprimiert Serotonin, so dass eine verminderte Serotoninkonzentration vorzufinden ist; ein Mangel an Serotonin ist neben Noradrenalin ein wesentlicher Bestandteil in der Pa-thophysiologie der Depressionen (Slotkin et al. 1996, Muneoka et al. 1997, Holsboer 2001, Hanley 2003, Van den Hove et al. 2006). Auch eine dauerhafte Suppression der 5HT7-Rezeptoren wäre möglich (Holsboer et al. 1995). Bei Menschen mit De-pressionen ließen sich Änderungen im Schlafverhalten nachweisen (Bremner et al. 1995, Sheline et al. 1996), wie eine verminderte Schlafeffizienz, gehäuftes nächtli-ches Erwachen, verminderte Tiefschlafphasen sowie eine verkürzte REM-
                                                                                                              Diskussion  
67  
Schlaflatenzzeit bei vermehrter Menge an REM-Schlaf, was zu einer Fragmentierung der Schlafstadien führt (Delbende et al. 1992, Thase et al. 1997, Hedlund 2005, Tsuno et al. 2005, Bonaventure 2007). Somit lässt sich nicht ausschließen, dass nach einer pränatalen Glukokortikoidbehandlung die Veränderungen an den serotonergen Rezeptoren bestehen bleiben könnten, insbesondere wenn sie länger gegeben werden.  Es gibt nur wenige Untersuchungen zu Effekten einer pränatalen Glukokortikoidtherapie auf das fetale serotonerge System, um unsere Ergebnisse mit bereits erhobenen Ergebnissen zu vergleichen. So z. B ergab eine Untersuchung am Meerschweinchen, bei welchem zur Geburt ein etwa genauso reifes Gehirn wie beim Menschen vorliegt (Dobbing und Sands 1970), nach einer wiederholten pränatalen Dexamethasonbehandlung (1mgkg−1 am 40., 41., 50., 51., 60. und 61. Trächtigkeits-tag; Trächtigkeitsdauer 70 Tage) eine Reduktion der 5HT7-Rezeptor-mRNA (mittels in situ Hybridisation) im Nucleus paraventricularis, nicht jedoch im Hippocampus (Andrews et al. 2004). Unsere Ergebnisse ergaben keine Änderung der 5HT7-Rezeptor-Immunreaktivität im Nucleus paraventricularis. Die unterschiedlichen Er-gebnisse könnten dadurch bedingt sein, dass die mRNA-Expression nicht unbedingt die Proteinexpression widerspiegelt, die wir untersucht haben. Zudem ist die in situ Hybridisierung ein quantitatives Verfahren und die von uns durchgeführte Immunhistochemie nur ein semiquantitatives Verfahren. Es gibt offensichtlich eine enge Wechselwirkung zwischen dem serotonergen Transmittersystem und dem Glukokortikoidsystem. Untersuchungen, welche den en-gen Zusammenhang zwischen dem serotonergen System und dem Glukokortikoidsystem unterstützen, sollen hier kurz genannt werden. Nach einer Adrenalektomie an adulten Ratten stellte sich mittels in vitro Autoradiographie eine erhöhte Dichte von 5HT1-Rezeptoren in verschiedenen Strukturen des Hippocampus, in der Substantia nigra und in den dorsalen Nuclei raphe dar (Biegon et al. 1985, De Kloet et al. 1986). Nach Applikation von Kortikosteron zeigte sich dann eine vermin-derte 5HT1A-Rezeptordichte im Hippocampus, keine Veränderungen traten im Cor-tex, in den medialen Nuclei raphe und im ventralen Bereich des Hippocampus auf. Auch in unserer Untersuchung ließen sich keine Effekte auf die Immunreaktivität der 5HT5A-und 5HT7-Rezeptoren im frontalen Cortex nachweisen. Umgekehrt beein-flusst auch Serotonin die Glukokortikoidrezeptorexpression, was sich mittels in vitro Untersuchungen an adulten Zellkulturen aus dem Hippocampus nachweisen ließ 
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(Laplante et al. 2002). Nach Gabe von 5HT7-Agonisten zeigte sich eine verstärkte Expression von Glukokortikoidrezeptoren im Hippocampus (Laplante et al. 2002). Auch über eine Stimulation von 5HT2A- und 5HT2c-Rezeptoren an Zellkulturen des Hippocampus der fetalen Ratte ließ sich eine Vermehrung der Glukokortikoidrezeptoren nachweisen (Héry et al. 2000). Weiterhin führt eine Aktivie-rung von 5HT7-Rezeptoren zu erhöhten Spiegeln des Transkriptionsfaktors NGFI-A in adulten Zellkulturen des Hippocampus, welcher ein Marker für neuronale Aktivität ist (Honkaniemi und Sharp 1999) und der wiederum eine vermehrte Expression von Glukokortikoidrezeptoren im Hippocampus bewirkt (Weaver et al. 2001). Der NGFI-A-Transkriptionsfaktor ließ sich in deutlich erhöhter Konzentration im Hippocampus um den 60. Trächtigkeitstag (Trächtigkeitsdauer 70 Tage) beim Meerschwein nachwei-sen in Korrelation mit einer deutlichen erhöhten Konzentration an Glukokotikoidrezeptoren im Hippocampus (Andrews et al. 2004).   Es bleibt unklar warum gerade Betamethasoneffekte auf die 5HT7-Rezeptorimmunreaktivität und nicht auf die 5HT5A-Rezeptorimmunreaktivität nach-gewiesen werden konnten, wobei beide Rezeptoren ihre Funktionen in Schlaf und Verhalten aufweisen (siehe Kap. 2.4,Tab. 1). Möglich ist, dass sich die 5HT7-Rezeptoren zum Zeitpunkt der Betamethasongabe im Nucleus suprachiasmaticus und Locus coeruleus in einer vulnerableren Phase befinden als die restlichen in die-ser Arbeit untersuchten Hirnstrukturen. Möglicherweise haben sich auch Änderungen in der Rezeptordichte der 5HT7- und 5HT5A-Rezeptoren in den untersuchten Hirn-strukturen innerhalb der 6 Tage zwischen Betamethasongabe und Untersuchung der Gehirne wieder erholt und wir haben nur noch Residuen einer verzögerten Reversibi-lität gesehen, so dass es hilfreich sein wird, akute Effekte von Glukokortikoiden auf die serotonergen 5HT5A- und 5HT7-Rezeptoren in den Strukturen (frontaler Cortex, Nucleus suprachiasmaticus, Locus coeruleus, Nucleus paraventricularis, Nuclei pontis) zu untersuchen. Da neben dem monoaminen Transmittersystem auch das GABAerge und cholinerge Transmittersystem wesentliche Bestandteile bei der Ent-stehung von Depressionen sind (Holsboer 2001), ist es notwendig, hier noch weitere Untersuchungen anzuschließen, da Serotonin nicht allein für die Entstehung von De-pressionen verantwortlich ist (Holsboer 2001).  
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7 Schlussfolgerung  Zum Zeitpunkt 0,73 der Trächtigkeitsdauer konnte eine Synaptophysin-Immunreaktivität in den Lamina II/III und Lamina V/VI im frontalen Cortex nachgewie-sen werden. Weiterhin konnten wir eine Immunreaktivität der 5HT5A-und 5HT7-Rezeptoren in allen untersuchten Hirnregionen (frontaler Cortex, Nucleus suprachiasmaticus, Locus coeruleus, Nucleus paraventricularis, Nuclei pontis) nach-weisen. Die ausgeprägteste Immunreaktivität beider Rezeptoren fand sich dabei im Nucleus suprachiasmaticus. In der vorliegenden Arbeit konnten Betamethasoneffekte auf die Synaptophysin-immunreaktivität im frontalen Cortex beobachtet werden. Weiterhin ergaben sich Hinweise auf eine Verminderung der 5HT7-Rezeptor-Immunreaktivität durch Betamethason, aber nicht der 5HT5A-Rezeptor-Immunreaktivität, im Nucleus suprachiasmaticus und im Locus coeruleus. In den anderen Hirnregionen (frontaler Cortex, Nucleus paraventricularis, Nuclei pontis) ließen sich keine signifikanten Än-derungen der 5HT7-Rezeptordichte beobachten. Die Effekte von Betamethason auf die 5HT7-Rezeptordichte im Nucleus suprachiasmaticus und Locus coeruleus hielten immerhin mindestens für 6 Tage nach der Betamethasongabe an. Inwieweit diese Effekte reversibel sind, lässt sich durch diese Arbeit nicht klären. Die Suppression der 5HT7-Rezeptor-Immunreaktivität im Nucleus suprachiasmaticus und Locus coeruleus, welche die Länge der Schlafstadien und deren Wechsel determinieren, könnte zu der in vorigen Arbeiten beschriebenen Schlafstadienfragmentierung bei-tragen (Groh 2008), was wiederum ein Symptom von Depressionen ist (Thase et al. 1997, Tsuno et al. 2005). Die fehlenden Betamethasoneffekte auf die 5HT5A- und 5HT7-Rezeptor-Immunreaktivität in den Hirnstrukturen, welche in die NREM-Schlaf-Generierung involviert sind (frontaler Cortex, Nucleus suprachiasmaticus, Locus coeruleus, Nucleus paraventriculris, Nuclei pontis), sind in Übereinstimmung mit Ar-beiten, die zeigen, dass eine pränatale Betamethasonbehandlung keine Änderung der Generierung und Reifung des NREM-Schlafes bewirkt (Groh 2008).  Auch wenn pränataler Stress zu Verhaltensauffälligkeiten und Depressionen im spä-teren Leben assoziiert ist (Welberg und Seckl 2001), so haben wir keine Hinweise darauf gefunden, dass eine Programmierung der Funktion oder eine Entwicklungs-störung des serotonergen Systems im frontalen Cortex, Nucleus suprachiasmaticus, Locus coeruleus, Nucleus paraventricularis und Nuclei pontis hierin involviert sind. 
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Allerdings haben wir nicht alle im Gehirn vorkommenden serotonergen Rezeptoren und alle Hirnstrukturen angeschaut, welche ebenfalls in die Generierung des Schla-fes und bei der Entstehung von Verhaltensstörungen involviert sind. Weiterhin haben wir nicht die Funktion und Bindungskapazität der serotonergen Rezeptoren sowie die serotonergen Bahnsysteme untersucht. Hierzu sind noch weitere Untersuchungen des serotonergen Systems im fetalen Gehirn nach einer pränatalen Glukokortikoidgabe notwendig, vor allem im Hinblick auf eine mögliche Reversibilität der beobachteten Veränderungen, um Rückschlüsse auf mögliche Verhaltens- und Schlafstörungen im späteren Leben zu ziehen.   
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